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1 Einleitung 
1.1 Das Gefäßsystem 
Das Gefäßsystem des Menschen gliedert sich in den arteriellen Abschnitt, das 
Kapillarsystem und den venösen Abschnitt. Die Wand der Kapillaren wird durch eine 
einlagige luminale Endothelzellschicht und Perizyten gebildet, welche die endotheliale 
Schicht von außen ummanteln (Attwell et al. 2016; Khennouf et al. 2018). Dagegen 
besteht die Gefäßwand von Arterien und Venen aus drei Schichten (Abb.1). Vom 
Gefäßlumen aus betrachtet sind dies die Tunica intima (Intima), die Tunica media 
(Media) und die Tunica externa (Adventitia) (Dashty et al. 2012; Worsdorfer et al. 
2017). Dieser dreischichtige Aufbau ist bei Arterien vom muskulären Typ am 
deutlichsten ausgeprägt, wohingegen bei Arterien vom elastischen Typ und Venen 
diese Schichten zum Teil nicht klar gegeneinander abgrenzbar sind (Shirwany und Zou 
2010; Zhang et al. 2013). 
Die innerste Zellschicht der Intima wird von Endothelzellen gebildet, welche die innere 
Gefäßoberfläche auskleiden und in direktem Kontakt zum Blut stehen (Martinez-
Quinones et al. 2018). Die Endothelzellen sitzen ihrerseits der Basalmembran auf, an 
die sich das Stratum sub-endotheliale anschließt, welches unter anderem glatte 
Muskelzellen beinhaltet und durch die Membrana elastica interna zur Media hin 
 
 
Abb.1: Schematische Darstellung des Gefäßwandaufbaus. 
(Abbildung modifiziert nach Drenckhahn et al. (2004), Schünke et al. (2014) und 
Waschke et al. (2015))  
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abgegrenzt wird (Burke et al. 2002; Wagenseil und Mecham 2009; Seidelmann et al. 
2014; Orekhov et al. 2014). 
Zirkulär angeordnete glatte Muskelzellen bilden den Hauptbestandteil der Media. 
Daneben finden sich elastische Fasern und Kollagenfasern, sowie Proteoglykane 
(Ross 1979; Wagenseil und Mecham 2009). Großkalibrige arterielle Gefäße können 
eine Membrana elastica externa aufweisen, welche die Media von der Adventitia 
abgrenzt (Dashty et al. 2012). 
Die Adventitia bildet die äußerste Schicht der Gefäßwand und integriert das Gefäß in 
das umliegende Gewebe. Innerhalb dieser bindegewebigen Schicht verlaufen 
vegetative Nerven, welche die äußersten Zelllagen von glatten Muskelzellen der Media 
innervieren, sowie Blutgefäße, sogenannte Vasa vasorum, welche zur Blutversorgung 
der Gefäßwand beitragen (Wagenseil und Mecham 2009; Seidelmann et al. 2014). 
Zudem befinden sich in der Adventitia verschiedene Stamm- und Progenitorzellen 
(Zengin et al. 2006; Klein et al. 2011; Worsdorfer et al. 2017).  
Ein wesentlicher Teil der kardiovaskulären Erkrankungen geht primär von einer 
vaskulären Pathologie hervor und die Arteriosklerose macht dabei den bei weitem 
größten Anteil der Gefäßerkrankungen aus.  
 
1.2 Arteriosklerose 
1.2.1 Definition und klinische Bedeutung 
Arteriosklerose (von altgriechisch ἀρτηρία artería „Ader“ und σκληρός sklerós „hart“) 
bezeichnet eine „chronisch progrediente Systemerkrankung des arteriellen 
Gefäßabschnittes multifaktorieller Genese“ (Fishbein und Fishbein 2009). Die WHO 
definiert die Arteriosklerose als “variable Kombination von Intimaveränderungen, 
bestehend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen 
Kohlenhydraten, Blut- und Blutbestandteilen, Bindegewebe und 
Kalziumablagerungen, verbunden mit Veränderungen der Arterienmedia“ (WHO 
1958). Hierbei kommt es zu einer zunehmenden Verdickung der Blutgefäßwand durch 
Einlagerung von Cholesterin, Fettsäuren sowie Calciumphosphat bei gleichzeitiger 
Zunahme des Kollagengehalts verbunden mit einem konsekutivem Elastizitätsverlust 
(Tabas et al. 2015; Gisterå und Hansson 2017).  
Bei der Arteriosklerose können drei Formen unterschieden werden: Atherosklerose, 
Möckeberg-Mediasklerose und Arteriolosklerose (Fishbein und Fishbein 2009). Die 
Atherosklerose als klinisch bedeutendste Form betrifft primär die Intima der mittleren 
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und großen Arterien und kann in der Folge auf die Media übergreifen. Die Möckeberg-
Mediasklerose stellt eine mediabetonte, nicht stenosierende Gefäßpathologie durch 
spangenförmige Degenerationsverkalkungen dar (Lanzer et al. 2014). Die 
Arteriolosklerose manifestiert sich im Gegensatz zur Atherosklerose nicht an den 
großkalibrigen Arterien, sondern an den deutlich kleineren Arteriolen. 
Durch Arteriosklerose verursachte Folgeerkrankungen wie periphere arterielle 
Verschlusskrankheit (pAVK), Schlaganfall und Herzinfarkt stellen die häufigsten 
Todesursachen weltweit dar (Weber und Noels 2011; Libby et al. 2011; Tabas et al. 
2015; Gisterå und Hansson 2017). Auslöser dieser Folgeerkrankungen ist die Ruptur 
der Deckplatte arteriosklerotischer Plaques. Die dadurch induzierte Thrombusbildung 
kann einen lokalen Gefäßverschluss oder eine Okklusion im nachgeschalteten 
Gefäßbett verursachen. Aufgrund der Minderperfusion kommt es zu einem akuten 
Sauerstoffmangel im abhängigen Versorgungsgebiet des betroffenen Gefäßes mit 
konsekutivem Funktionsverlust. 
Zur Entstehung der Arteriosklerose wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt. Die 
„response to injury“-Hypothese liefert eine hinreichende Erklärung der pathologischen 
Vorgänge während der Entstehung von arteriosklerotischen Läsionen. Sie wurde 1856 
von Rudolf Virchow (1821-1902) vorgeschlagen und fortlaufend dem aktuellen 
Kenntnisstand der Medizin angepasst (Ross 1986; Eckardstein 2005). Aufgrund ihrer 
allgemeinen Akzeptanz soll die „response to injury“-Hypothese im Folgenden genauer 
vorgestellt werden.  
 
1.2.2 Initiation – Endotheliale Dysfunktion 
Das Endothel ist für die physiologische Gefäßfunktion von entscheidender Bedeutung. 
Neben der essentiellen Barrierefunktion zwischen dem vorbeifließenden Blut und dem 
Rest der Gefäßwand sowie den umgebenden Geweben ist es unter anderem durch 
Steuerung der Vasomotorik an der Regulation des Blutdruckes beteiligt. Es reguliert 
zudem die Adhäsivität der Gefäßwand gegenüber im Blut zirkulierenden Immunzellen 
und erfüllt eine Barrierefunktion für die Transmigration dieser Zellen durch die 
Gefäßwand. Beeinträchtigungen dieser Funktionen fasst man als endotheliale 
Dysfunktion zusammen (Gimbrone und García-Cardeña 2016; Storch et al. 2017). In 
den letzten Jahren rückte die endotheliale Dysfunktion immer stärker in den Fokus der 
kardiovaskulären Forschung, da gezeigt werden konnte, dass die Integrität des 
Endothels bereits Jahre vor Auftreten arteriosklerotischer Läsionen beeinträchtigt ist 
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(Sitia et al. 2010; Higashi et al. 2012; Tabas et al. 2015). Außerdem belegten klinische 
Studien, dass die endotheliale Dysfunktion einen unabhängigen Prädiktor für Auftreten 
und „Outcome“ kardiovaskulärer Ereignisse darstellt (Schachinger et al. 2000; Suwaidi 
et al. 2000; Perticone et al. 2001; Halcox et al. 2002; Gokce et al. 2002; Heitzer et al. 
2005; Gutierrez et al. 2013). 
Die „response to injury“-Hypothese besagt, dass durch mechanische Einflüsse bzw. 
Risikofaktoren im Bereich des Endothels Schädigungen auftreten. An diesen Stellen 
kommt es zur Aggregation von Thrombozyten mit Freisetzung von Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren (Weber und Noels 2011). Diese Mediatoren kreieren ein pro-
inflammatorisches Milieu, welches die Proliferation von glatten Muskelzellen und 
Fibroblasten stimuliert (Mestas und Ley 2008) und die endotheliale Funktion 
beeinträchtigt. Ein Zytokin, das nachgewiesenermaßen eine wichtige Rolle in der 





Abb.2: Molekulare Mechanismen der endothelialen Dysfunktion. 
(Abbildung modifiziert nach Chalupsky und Cai (2005) und Steyers und Miller (2014)) 
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Klassischerweise wird die endotheliale Dysfunktion über eine verringerte 
Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) definiert (Sitia et al. 2010; Liao 2013; 
Ganz und Hsue 2013). Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) stellt einen 
Schlüsselfaktor in der Produktion von NO im Endothel dar. Ihre Aktivität wird vom 
Phosphorylierungsstatus (Ser1177) und der sub-zellulären Lokalisation bestimmt 
(Dimmeler et al. 1999; Dimmeler et al. 2000; Zhang et al. 2006; Liu et al. 2014). 
Stickstoffmonoxid wirkt vasodilatatorisch und damit blutdrucksenkend. Hemmung der 
Proliferation glatter Muskelzellen und der Expression endothelialer Adhäsions-
moleküle sind weitere anti-arteriosklerotische Effekte von NO (Sena et al. 2013).  
Eine verminderte NO-Bioverfügbarkeit kann einerseits auf einer verminderten 
Expression und damit Aktivität von eNOS beruhen, andererseits durch beschleunigte 
Inaktivierung von NO verursacht sein. Das pro-inflammatorische Zytokin TNF-α hemmt 
die Expression von eNOS und induziert NADPH-Oxidasen, die reaktive 
Sauerstoffspezies bilden, welche wiederum NO inaktivieren (Neumann et al. 2004; 
Wautier und Schmidt 2004; Ray und Shah 2005; Li et al. 2006; Dikalova et al. 2010; 
Kleinbongard et al. 2010). Dadurch vermindert TNF-α die anti-arteriosklerotische 
Wirksamkeit von NO (siehe Abb.2). 
TNF-α beeinträchtigt auch die anti-adhäsiven Eigenschaften des Endothels. Direkt 
oder durch Verminderung der NO-Bioverfügbarkeit induziert TNF-α die Expression und 
Präsentation von Selektinen (u.a. E- und P-Selektin) und Adhäsionsmolekülen wie 
dem intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und dem vascular cell adhesion 
molecule-1 (VCAM-1) auf der Oberfläche von Endothelzellen (Abb.2). P-Selektin 
interagiert mit PSGL-1 von Monozyten. Hierdurch kommt es zum sogenannten „Rollen“ 
der Monozyten auf dem Endothel. Durch Bindung monozytärer Integrine an 
endotheliale Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1 erfolgt dann eine festere Adhäsion der 
Monozyten an das Endothel und ermöglicht nachfolgend eine trans- oder para-
zelluläre Transmigration der Monozyten in die Intima (Ley et al. 2007; Gerhardt und 
Ley 2015; Shihata et al. 2016). 
Das Einwandern von Monozyten in die Intima erfordert die Überwindung der 
endothelialen Barriere. Diese Barriere gewährleistet die Trennung von Blut und 
Gewebe und dient unter anderem dem geregelten Stoffaustausch (Chistiakov et al. 
2015). Zu diesem Zweck bilden benachbarte Endothelzellen Adhäsionskontakte aus – 
Tight und Adherens Junctions (siehe Abb.3). 
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Tight Junctions bestehen aus Claudinen und Occludin, die über Tight Junction-
Proteine (TJPs) mit dem Aktinzytoskelett der Zelle gekoppelt sind. Endotheliale 
Adherens Junctions bestehen aus VE-Cadherin, welches zwei benachbarte 
Endothelzellen verbindet und über Catenine (α-, β-, γ-, p120-Catenin) und Aktin-
bindende Proteine (α-Actinin, Vinculin) ebenfalls an das Aktinzytoskelett gebunden ist. 
Für die endotheliale Barrierefunktion scheint insbesondere die Integrität von Adherens 
Junctions von Bedeutung zu sein (Dejana et al. 2008; Giannotta et al. 2013). Unter 
physiologischen Bedingungen kann die Stabilität von Adherens Junction-Kontakten 
dynamisch über Tyrosin-Phosphorylierung der beteiligten Proteine reguliert werden 
(Bertocchi et al. 2012; Adam 2015). 
Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion wird die endotheliale Barriere auch durch 
pro-inflammatorische Zytokine beeinträchtigt (Chistiakov et al. 2015). So führt TNFα 
ebenfalls über eine verstärkte Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin zu einer 
gesteigerten endothelialen Permeabilität (Angelini et al. 2006; Dejana et al. 2008), 
welche als ein initialer Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose angesehen wird 
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1.2.3 Progression der endothelialen Barriereschädigung – Schaumzellbildung 
Die endotheliale Dysfunktion mit erhöhter Adhäsivität gegenüber Immunzellen und 
gesteigerter Permeabilität ist die Grundlage für weitere pro-arteriosklerotische 
Veränderungen in der Gefäßwand. Die erhöhte Durchlässigkeit des Endothels und 
eine vermehrte Expression Lipoprotein-bindender Moleküle führt zu einer 
Anreicherung von Apolipoprotein B-haltiger Lipoproteine in der Intima von Arterien 
(Abb.4A; Tabas et al. 2007; Moore und Tabas 2011). Dadurch wird ein chronischer 
Entzündungsprozess initiiert, der über eine weiter gesteigerte Expression von 
Adhäsionsmolekülen (z.B. VCAM-1, ICAM-1), sowie Chemokinen (z.B. MCP-1, 
monocyte chemoattractant protein-1) die Einwanderung von dem Knochenmark 
entstammenden Monozyten in die Tunica intima begünstigt.  
Unter dem Einfluss von M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) differenzieren 
diese zu Makrophagen (Moore und Tabas 2011; Weber und Noels 2011; Bentzon et 
al. 2014). Der Entzündungsprozess fördert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, die 
die infiltrierten Lipoproteine oxidativ modifizieren. Makrophagen nehmen dieses 
oxidierte LDL (low density lipoprotein) über Scavenger receptor A und CD36 
dysreguliert auf und werden dadurch zu sogenannten Schaumzellen (Abb.4B; 
Kunjathoor et al. 2002). Morphologisch zeigen sich die Läsionen in diesem Stadium 
als sogenannte „fatty streaks“, die makroskopisch als streifenförmige, gelbliche 
Fettakkumulationen im sub-endothelialen Bereich der Intima imponieren.  
Die dysregulierte Aufnahme modifizierter Lipoproteine führt schließlich zum Untergang 
von Schaumzellen. Es entsteht ein extrazellulärer nekrotischer Kern (necrotic core) in 
der Intima (Abb.4C). Zudem wandern modifizierte glatte Muskelzellen aus der Media 
in die Intima, die zu einer vermehrten Produktion extrazellulärer Matrix zwischen 
Endothel und nekrotischem Kern beitragen. Es entsteht eine fibröse Kappe (Abb.4C).  
Eine Stenosierung des Gefäßlumens durch den in der Intima befindlichen Plaque 
erfolgt in der Regel erst, wenn der Plaque mehr als 40% der Intima einnimmt (Glagov 
et al. 1987; Arastéh 2013). Die instabile Deckplatte der Plaques kann rupturieren und 
der sich bildende Thrombus direkt lokal oder in nachgeschalteten Gefäßbetten zu 
einem Verschluss des Gefäßes führen (Abb.4D). 
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Abb.4: Pathogenese der Arteriosklerose („Response to injury“-Hypothese). 
(Abbildung modifiziert nach Libby et al. (2011), sowie Skeoch und Bruce (2015)) 
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1.3 Mausmodelle der Atherosklerose 
Zur Untersuchung der pathologischen Vorgänge bei der arteriosklerotischen 
Plaqueentwicklung wurden verschiedene Tierarten eingesetzt (Getz und Reardon 
2006; Fuster et al. 2012; Kapourchali et al. 2014; Dorado und Andrés 2015). Die Maus 
hat sich unter anderem aufgrund ihrer relativ kurzen Generationszeit und 
kostengünstigen Haltung, sowie den vielfältigen Möglichkeiten der genetischen 
Manipulation als wichtigstes Tiermodell etabliert. Im Menschen entstehen 
arteriosklerotische Läsionen über Jahre. Durch genetische Manipulation kann dieser 
Zeitraum in Mäusen erheblich verkürzt werden (Dorado und Andrés 2015). In der 
Arteriosklerose-Forschung haben sich vor allem zwei Mausmodelle etabliert: die  
ApoE-/- (Plump et al. 1992; Zhang et al. 1992) und die Ldlr-/- (Ishibashi et al. 1994) 
Maus.  
Apolipoprotein E (ApoE) besitzt große Bedeutung für die Reduktion von Cholesterin 
im Plasma. So vermittelt ApoE die Aufnahme von nicht-HDL-Lipoproteinen in der 
Leber (Phillips 2014). ApoE-/- Mäuse entwickeln spontane arteriosklerotische Läsionen 
unter normokalorischer Ernährung (normal diet, ND). Diese Entwicklung kann durch 
eine hochkalorische, fett- und cholesterinreiche Ernährung (western diet, WD) deutlich 
verstärkt werden (Nakashima et al. 1994; Davignon 2005; Getz und Reardon 2006). 
Arteriosklerotische Plaques finden sich bei der ApoE-/- Maus im Bereich der 
Aortenwurzel, dem Aortenbogen, dem Truncus brachiocephalicus, sowie an den 
Karotiden. Andere Lokalisationen sind abhängig von der Dauer und Art der Ernährung 
(Nakashima et al. 1994). Die Koronararterien sind von diesen Veränderungen nicht 
betroffen, allerdings führt ein kombinierter Knockout mit dem scavenger receptor Typ 
B1 zu arteriosklerotischen Plaques in diesem Gefäßgebiet (Braun et al. 2002). 
Der LDL-Rezeptor befindet sich in der Plasmamembran vieler Zelltypen. In der Leber 
ist dieser vor allem für die Elimination von ApoB100- und ApoE-haltigen Lipoproteinen 
zuständig und reduziert dadurch die Serumcholesterinwerte (Milasan et al. 2016). Im 
Gegensatz zu ApoE-/- Mäusen entwickeln Ldlr-/- Mäuse unter ND nur sehr langsam 
arteriosklerotische Plaques (Getz und Reardon 2006). Dies ist auf kompensatorische 
Mechanismen in der Leber zurückzuführen, sodass sich lediglich eine moderate 
Hypercholesterinämie einstellt (Teupser et al. 2003). Unter WD entwickeln aber auch 
Ldlr-/- Mäuse deutliche arteriosklerotische Plaques.  
Allerdings weisen diese Mausmodelle auch Limitationen auf. Murine Arteriosklerose-
Modelle entwickeln regelhaft keine Läsionen, welche in morphologischer Hinsicht 
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fortgeschrittenen humanen arteriosklerotischen Plaques entsprechen. Dies 
beeinträchtigt die Übertragbarkeit von Ergebnissen auf die humane Situation, da viele 
der klinisch auffälligen arteriosklerotischen Folgeerkrankungen auf diese 
fortgeschrittenen Läsionen zurückzuführen sind (Rosenfeld et al. 2008). Daneben 
unterscheidet sich die Lokalisation arteriosklerotischer Plaques in Maus und Mensch. 
Mausmodelle der Arteriosklerose entwickeln zu Beginn arteriosklerotische Plaques 
vorwiegend in der Aortenwurzel, welche beim Menschen meist ausgespart bleibt. Im 
Gegensatz zum Menschen entwickeln sich im Mausmodell nur in seltenen Fällen 
arteriosklerotische Läsionen in den Koronararterien (VanderLaan et al. 2004; Dorado 
und Andrés 2015). Zudem unterscheidet sich der Lipoprotein-Metabolismus zwischen 
Mensch und Maus. In der Maus findet sich Cholesterin vorwiegend in HDL (high 
density lipoprotein) -Partikeln, beim Menschen dagegen überwiegend in LDL-Partikeln. 
Ursache dafür ist die fehlende Expression des Cholesterinester-Transferproteins 
(CETP) in der Maus (Kapourchali et al. 2014). 
 
1.4 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 
1.4.1 Struktur 
Das membranäre Typ 1 Glykoprotein Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 
molecule 1 (CEACAM1, früher auch bekannt als BGP, C-CAM und CD66a) gehört als 
Mitglied der Carcinoembryonic antigen-related Faktorengruppe zur Immunglobulin-
Superfamilie. Die CEA-Familie besteht aus transmembranären oder 
membrangebundenen G-Protein gekoppelten Molekülen, die in 19 Genen auf dem 
humanen Chromosom 19q13.2 kodiert sind. Eine weitere Unterteilung erfolgt in CEA-
related cell-adhesion molecules (CEACAMs) und pregnancy specific glycoproteins 
(PSGs, Abb.5). 
Durch alternatives Spleißen wird die Vielfalt der Familienmitglieder weiter erhöht. So 
können 11 verschiedene Isoformen von CEACAM1 gebildet werden (Kuroki et al. 
1991; Barnett et al. 1993; Gray-Owen und Blumberg 2006). Diese Isoformen 
unterscheiden sich in der Anzahl der extrazellulären Ig-ähnlichen Domänen und ihrem 
zytoplasmatischen Anteil. Auf die Anzahl der Ig-Domänen innerhalb des 
Extrazellulärabschnitts des Moleküls bezieht sich die Nummerierung 1-4 in der 
Abkürzung, wohingegen die Buchstaben „L“ oder „S“ in der Abkürzung auf die 
zytoplasmatische Domäne in long- (L) oder short (S)-Version hinweisen. Von den 
insgesamt 11 humanen CEACAM1-Isoformen konnten lediglich CEACAM1-2L, 
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CEACAM1-2S, CEACAM1-4L und CEACAM1-4S in der Maus nachgewiesen werden 
(Beauchemin et al. 1999). 
Die beiden Hauptisofomen CEACAM1-4L und CECAM1-4S unterscheiden sich 
lediglich in ihrer zytoplasmatischen Domäne, welche in der L (long)-Isoform länger ist, 
als in der S (short)-Isoform. Beide Isoformen werden häufig co-exprimiert, wobei das 
Verhältnis zueinander in Abhängigkeit vom Zelltyp variiert. Die Signaltransduktion 
beider Isoformen ist jedoch verschieden, da CEACAM1-4L im längeren 
zytoplasmatischen Anteil über zwei phosphorylierbare Tyrosinreste verfügt, durch die 
CEACAM1L sowohl Phosphotyrosinphosphatasen (SHP-1/SHP-2), als auch 
Tyrosinkinasen (Src-Kinase-Familie) binden und somit in seinen Signalwege 
modifiziert werden kann, aber auch Signalkaskaden anderer Tyrosinkinase-
Abb.5: Verschiedene Mitglieder der CEA-Familie. 
Der extrazelluläre Teil besteht aus einer N-Domäne (IgV-ähnlich) und einer variablen 
Anzahl A- bzw. B-Domänen (IgC2-ähnlich). Die Membranlokalisation wird entweder 
durch eine Transmembrandomäne (CEACAM1, 3, 4) oder einen Membrananker 
vermittelt. Homophile und heterophile Interaktionen mit anderen CEA-Proteinen 
erfolgen über die N-Domäne. (Abbildung modifiziert nach Rueckschloss et al. (2016)) 
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Rezeptoren modulieren kann. Des Weiteren können die Tyrosinkinasen bzw. 
Phosphotyrosinphosphatasen wiederum selbst  in ihrer Aktivität beeinflusst werden 
(Brummer et al. 1995; Huber et al. 1999; Muller et al. 2009). 
Die extrazellulären Domänen der CEACAM1-Isofomen sind stark glykosyliert. Über 
diese kann CEACAM1 sowohl trans-homophile (Watt et al. 2001) als auch trans-
heterophile Interaktionen mit CEACAM5 (Stern et al. 2005), CEACAM6 (Oikawa et al. 
1992) und CEACAM8 (Singer et al. 2014) eingehen. 
 
1.4.2 Biologische Bedeutung von CEACAM1 
CEACAM1 wird in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen und Organen wie z.B. 
Prostata (Tilki et al. 2006), Darm (Nollau et al. 1997; Leung et al. 2006), Immunzellen 
(Gray-Owen und Blumberg 2006; Huang et al. 2015; Khairnar et al. 2015), 
Hepatozyten (Poy et al. 2002), glandulären Zellen (Brummer et al. 2001) sowie 
angiogenetisch aktivierten Endothelzellen (Ergun et al. 2000; Kilic et al. 2005; Tilki et 
al. 2006; Nouvion und Beauchemin 2009) exprimiert. 
CEACAM1 ist an verschiedensten physiologischen und pathologischen Vorgängen, 
wie z.B. der Tumorangiogenese und der Inflammation sowie als Pathogen-Rezeptor 
an bakteriellen und viralen Erkrankungen beteiligt (Voges et al. 2010; Gerstel et al. 
2011; Beauchemin und Arabzadeh 2013; Vitenshtein et al. 2016; Dankner et al. 2017; 
Klaile et al. 2017; Khairnar et al. 2018). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll jedoch 
insbesondere auf die Rolle von CEACAM1 für die vaskuläre Physiologie und 
Pathologie fokussiert werden.  
CEACAM1 fördert die Bildung neuer Blutgefäße sowohl durch Vaskulogenese (Zengin 
et al. 2006; Gu et al. 2009) als auch durch Angiogenese (Ergun et al. 2000; Kilic et al. 
2005). Es ist an der Stabilisierung entstehender Blutgefäße beteiligt (Gerstel et al. 
2011). Darüber hinaus beeinflusst CEACAM1 aber auch die endotheliale Permeabilität 
(Nouvion et al. 2010; Najjar et al. 2013) und ist in vaskuläre Umbauprozesse involviert 
(Horst et al. 2006). Dies legt den Schluss nahe, dass CEACAM1 nicht nur für sich 
entwickelnde Gefäße von Bedeutung ist, sondern auch in der Homöostase 
ausgereifter Gefäße eine Rolle spielt. 
Diese Hypothese wurde von Najjar et al. (2013) durch Untersuchungen an CEACAM1-
defizienten (Cc1-/-) Mäusen weiter untermauert. CEACAM1-Defizienz führte zur 
Ausprägung einer endothelialen Dysfunktion. Cc1-/- Mäuse zeigten im Alter von 6 
Monaten eine verminderte vaskuläre Expression von eNOS. Im Vergleich zum Wildtyp 
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resultierte daraus eine um 60% verminderte endotheliale NO-Bildung, sowie eine 
reduzierte NO-abhängige Vasorelaxation (Najjar et al. 2013). Dazu könnte auch der in 
Cc1-/- Mäusen nachgewiesene erhöhte oxidative Stress durch NO-Inaktivierung 
beitragen (Najjar et al. 2013). 
Als weiteres Charakteristikum einer endothelialen Dysfunktion zeigten Cc1-/- Mäuse 
eine verstärkte Adhäsion von Leukozyten an das Endothel der Aorta. Dies wurde auf 
eine erhöhte vaskuläre Expression von VCAM1 infolge der Aktivierung des pro-
inflammatorischen TNF-α/ NF-κB-Signalweges zurückgeführt (Najjar et al. 2013). 
Diese pro-inflammatorische Aktivität könnte auch zur in Cc1-/- Mäusen festgestellten 
endothelialen Barrierestörung beitragen. Im Gegensatz zu den elongierten 
Endothelzellen in der Aorta des Wildtyps, zeigten die aortalen Endothelzellen von   
Cc1-/- Mäuse eine eher rundliche Morphologie mit meanderförmigen Zellgrenzen 
(Najjar et al. 2013). Ursache dafür könnte die reduzierte Expression von β-Catenin in 
Cc1-/- Mäusen sein (Najjar et al. 2013), da dieses Adherens Junction-Komplexe 
zwischen den Endothelzellen stabilisiert (Waschke et al. 2005; Noda et al. 2010; 
Huveneers et al. 2012).  
Zusammenfassend weisen Cc1-/- Mäuse eine gesteigerte vaskuläre Inflammation auf, 
welche die endotheliale Dysfunktion in diesen Mäusen bedingt. Im Ergebnis entwickeln 
CEACAM1-defiziente Mäuse in der Aortenwurzel kleine Arteriosklerose-ähnliche 
Läsionen. Mittels Oil Red O-Färbung konnten Lipidakkumulationen in diesen 
Bereichen nachgewiesen werden. Dies ist insofern überraschend, als Cc1-/- Mäuse im 
Vergleich zum Wildtyp keine erhöhten Werte für Gesamt- und LDL-Cholesterin, HDL 
sowie Gesamt- und VLDL-Triglyceride aufweisen (Najjar et al. 2013). 
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1.5 Zielsetzungen der Arbeit 
CEACAM1 beeinflusst die Bildung und Ausreifung neuer Blutgefäße. Allerdings führte 
CEACAM1-Defizienz zu kleinen Arteriosklerose-ähnlichen Läsionen in der 
Aortenwurzel (Najjar et al. 2013). Das weist auf eine mögliche Rolle von CEACAM1 
auch in der Homöostase ausgereifter Blutgefäße hin. Die zugrundeliegenden 
Mechanismen sind jedoch größtenteils noch unbekannt. 
Da dem Endothel eine zentrale Rolle für die Gefäßhomöosthase zukommt, sollte im 
Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von CEACAM1 auf zentrale endotheliale 
Funktionen wie: 
a) die eNOS vermittelte NO-Bildung, 
b) die Adhäsivität des Endothels gegenüber Immunzellen und 
c) die endotheliale Barrierefunktion untersucht werden. 
Die aus diesen Analysen gewonnen Erkenntnisse könnten für Prävention und 
Behandlung von Gefäßerkrankungen, insbesondere im Rahmen der Atherosklerose, 
von großer Bedeutung sein.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Tiermodelle 
2.1.1 C57BL/6 und 129/SvImJ 
Der C75BL/6-Mausstamm (auch B6, B6J, Black 6, C57 Black) stellt einen der am 
häufigsten in der biologischen Forschung verwendeten murinen Inzuchtstämme zur 
Generierung transgener Mäuse dar (Tang et al. 2008). Die C57BL/6 Maus wurde als 
Wildtyp-Kontrolle (WT) verwendet, da alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 
Mausmodelle in diesem genetischen Hintergrund generiert wurden. 
MyEnds aus Herzen von 129S1/SvImJ (auch: 129S1; Jackson Laboratories, Bar 
Harbor, Maine, USA) Mäusen wurden aufgrund ihrer starken CEACAM1-Expression 
als Positivkontrollen und für qualitative Versuche genutzt. 
 
2.1.2 Cc1-/-, Cc1endo+ und Cc1-/-/ER  
Die verwendeten Cc1-/- Mäuse wurden freundlicherweise von Dr. Sonia Najjar 
(Endocrine and Diabetes Care Center; Toledo, OH, USA) zur Verfügung gestellt. 
Durch Deletion der ersten beiden Exone des CEACAM1-Gens wurde die Expression 
eines funktionsfähigen Proteins unterbunden (Leung et al. 2006; Xu et al. 2009). 
Cc1endo+ Mäuse überexprimieren CEACAM1 unter der Kontrolle des Tie-2-Promotors 
spezifisch im Endothel und vermutlich in einigen hämatopoietischen Zellen (Horst et 
al. 2006). Dieses Mausmodell wurde von Frau PD Dr. Andrea Horst 
(Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Zentrum für Experimentelle Medizin, 
Institut für Experimentelle Immunologie und Hepatologie, Hamburg, Deutschland) zur 
Verfügung gestellt. Cc1-/-/ER Mäuse exprimieren CEACAM1 ausschließlich im 
Endothel. Diese Mauslinie wurde durch Kreuzung von Cc1-/- und Cc1endo+ Mäusen 
generiert.  
 
2.1.3 ApoE-/- und Ldlr-/- 
ApoE-/- (B6.129P2-Apoetm1Unc/J) Mäuse exprimieren kein Apolipoprotein E und wurden 
von Prof. Dr. Alma Zernecke-Madsen (Universität Würzburg, Institut für Experimentelle 
Biomedizin, Lehrstuhl II; Würzburg) zur Verfügung gestellt. 
Ldlr-/- (B6.129S7-Ldlrtm1Her/J) Mäuse exprimieren keinen LDL-Rezeptor und wurden 
von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) bezogen. 
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2.1.4 Haltung und Diäten 
Die Mäuse wurden in einem 12h:12h Dunkel/Hell-Zyklus unter spezifisch Pathogen-
freien Bedingungen gehalten. 
Ab Geburt wurde zur Fütterung aller Mäuse im Rahmen der regulären Standarddiät 
(normal diet, ND) ein Futter verwendet, welches eine balancierte 
Nährstoffkonzentration bei gleichzeitig niedrigem Energiegehalt aufweist (12,8 MJ/Kg 
metabolisierbarer Energiegehalt, sehr niedrigen Nitrosamingehalt, 10 mm 
Pelletgröße). Der verwertbare Teil der Nahrung bestand aus 58% Kohlenhydraten, 
33% Protein und 9% Fett (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Germany; Diät V1534).  
Zur Induktion arteriosklerotischer Plaques wurde eine hochkalorische Diät (western 
diet, WD) auf Butterfettbasis mit einem erhöhten Cholesteringehalt von 1,25% 
eingesetzt. Hierbei war der verwertbare Energiegehalt (19,2 MJ/Kg) deutlich höher als 
bei ND. Der verwertbare Teil der Nahrung bestand aus 43% Kohlenhydraten, 14% 
Protein und 42% Fett (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Germany; Diät TD.88137 
mod. 1,25 Cholesterol). Diese WD wurde den Mäusen ab einem Alter von 8 Wochen 
bis zum Versuchsende gefüttert. Die Kontrollgruppe erhielt weiterhin durchgehend ND. 
 
2.2 Antikörper 
Die verwendeten Primärantikörper sind in Tab.1 zusammengefasst. Die folgenden 
Sekundärantikörper wurden alle von DIANOVA (Hamburg, Deutschland) bezogen: 
Esel-anti-Ziege, Ziege-anti-Maus, Ziege-anti-Kaninchen, Ziege-anti-Ratte. Für die 
Immunpräzipitationsversuche wurden unkonjugierte Sekundärantikörper verwendet. In 
den Immunoblotanalysen wurden Peroxidase- und in der Immunhistologie Cy2/Cy3-
konjugierte Sekundärantikörper eingesetzt. 
 
Tab.1: Liste der verwendeten Primärantikörper. 
Zielstruktur Hersteller Artikelnr. 
anti-Caveolin-1  Santa Cruz Biotechnology sc-894 
anti-CD31  Dako M0823 
anti-CEACAM1 (Kaninchen) Cell Signaling Technology 14771 
anti-CEACAM1 (Maus) K. Holmes 
(University of Colorado, CO, USA) 
- 
anti-eNOS  R&D Systems AF950 
anti-phospho-eNOS (Ser1177)  Cell Signaling Technology  9571 
Material und Methoden  17 
 
anti-phospho-Tyrosin  Merck Millipore 05-1050 
anti-SHP-2  Santa Cruz Biotechnology sc-280 
anti-Src  Cell Signaling Technology  2110 
anti-TNF-α  Santa Cruz Biotechnology sc-52746 
anti-VE-Cadherin  hybridoma 11D4.1 
(Gotsch et al. 1997) 
- 
anti-β-Catenin  BD Transduction Laboratories 610153 
 
2.3 Reagenzien 
Tab.2: Liste der verwendeten Reagenzien. 
Reagenz Hersteller Artikelnr. 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol Roche 10236276001 
Albumin from bovine serum, 
Fraktion V (BSA) 




Ammoniumchlorid Fluka 09700 
Ammoniumpersulfat Roth 9592.3 
Aprotinin neoFroxx GmbH 1278MG010 
Bromphenolblau Roth A512 
Zitronensäure AppliChem A1350,1000 
D (+) – Glucose, wasserfrei AppliChem A1422,0500 
DePeX Serva 18243.02 
Dextran, Alexa FluorTM 647; 








Dithiothreitol Roth 6908.2 
Ethanol 96%, vergällt mit 1% 
MEK 
Firma Nordbrand, Nordhausen Sorte 641 
Ethanol mind. 99%, vergällt mit 
1% MEK 
Firma Nordbrand, Nordhausen Sorte 642 
Glycerin Roth 3783.1 
Glycin Roth 3908.3 
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Histosec Pastillen Merck Millipore 1.11609.2504 
Kaliumchlorid Roth 6781.1 
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem A3620 
Kernechtrot Merck Millipore 5189 
Leupeptin neoFroxx GmbH 1273MG010 
Luminol AppliChem A2185,0025 
Methanol AppliChem A2954 
Milchpulver AppliChem A0830 
Natriumchlorid Roth 3957.2 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth CN30.2 
Nickel(II)-sulfat-Hexahydrat Merck Millipore 1.06727.0100 
Paraformaldehyd, reinst Roth 0335.3 
p-Cumarsäure Sigma-Aldrich C9008 
Pepstatin neoFroxx GmbH 1274MG010 
PP2 (CAS 172889-27-9) Merck Millipore 529573 
Protein A/G Agarose Thermo Fisher 20421 
Rotiphoresegel 30 Roth 3029.1 
Salzsäure Sigma-Aldrich 30721 
Serum Esel Sigma-Aldrich D9663 
Serum Ziege Sigma-Aldrich G9023 
Serum Pferd Sigma-Aldrich H1270 
TEMED Roth 2367.3 
TNFα, recombinant, human Thermo Fisher 10602HNAE250 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat AppliChem A1351,1000 
Tris AppliChem 1086 
Tris ultrapure AppliChem A1086,5000 
Tween 20 Roth 9127.1 
Xylol, redestilliert, 99,9% über Universität Würzburg bezogen  
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2.4 Lösungen 
Tab.3: Liste der verwendeten Lösungen. 
Lösung Zusammensetzung 
3fach Probenpuffer 0,454 g Tris 
7,56 g Glycerin 
1,2 g SDS 
30 mg Bromphenolblau 
1 mg Dithiothreitol 
in 20 ml A. dest. 
Citratpuffer: 
(Demaskierung für histologische 
Färbungen) 
18 ml 0,1M Zitronensäure 
82 ml 0,1M Tri-Natriumcitrat  
900 ml A. dest. 
→ pH 6,0  
ECL-1 5 ml 1 M Tris-HCl pH 8,5 
500 µl Luminol (Stammlösung 250 mM in DMSO)  
220 µl p-Cumarsäure (Stammlösung 90 mM in DMSO) 
Auffüllen auf 50 ml mit A. dest 
ECL-2 5 ml 1 M Tris-HCl pH 8,5 
32 µl 30% H2O2   
Auffüllen auf 50 ml mit A. dest. 
Kernechtrot-Lösung 0,1% 
(Kernfärbung IHC) 
50 g Aluminiumsulfat-18-hydrat, reinst 
in 1 Liter A. dest. 
1 g Kernechtrot unter Erhitzen darin lösen 
PBS 137 mM Natriumchlorid 
2,68 mM Kaliumchlorid 
9,58 mM di-Natriumhydrogenphophat 
1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat 
Phosphatpuffer 0,1M pH 7,4 
(PB-Puffer für DAB) 
4,9 g Kaliumdihydrogenphosphat 
23,3 g Natriumdihydrogenphosphat 
in 2 Liter A. dest. 
→ pH 7,4 
SDS-Gelelektrophoresepuffer 3 g Tris 
14,5 g Glycin 
0,1% SDS 
in 1 Liter A. dest. 
TBS-T 2,42 g Tris 
8 g NaCl 
0,05% Tween-20 
in 1 Liter A. dest. 
→ pH 7,5 
Transfer-Puffer 3 g Tris 
14,5 g Glycin 
20% Methanol 
in 1 Liter A. dest. 
 




Murine myokardiale Endothelzelllinien wurden, wie von Golenhofen et al. beschrieben, 
hergestellt (Golenhofen et al. 2002). Hierfür wurde das Herz neugeborener Mäuse 
mechanisch zerkleinert und die Gewebestruktur mittels 0,05% Trypsin (Biochrom, 
Berlin, Deutschland) und 0,02% Kollagenase Typ 2 (Boehringer Ingelheim, Ingelheim 
am Rhein, Deutschland) enzymatisch aufgelöst. Die freigesetzten myokardialen Zellen 
wurden auf gelatinierte Zellkulturplatten in DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA), 10%FCS (Biochrom, Berlin, Deutschland), 50U/ml 
Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) 
ausgesät. Am folgenden Tag erfolgte die Transformation der Zellen mittels Polyoma 
Virus middle T Antigen. Dies vermittelt Endothelzellen einen Wachstumsvorteil 
gegenüber anderen Zellen (z.B. Fibroblasten), sodass vier Wochen nach Isolation ein 
homogener Endothelzellrasen resultierte. 
Jede Endothelzellisolation wurde auf die endothelialen Markerproteine CD31 und VE-
Cadherin getestet (Radeva et al. 2014). Die myokardialen Endothelzellen (MyEnds) 
wurden in DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mit 10% FCS 
(Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C/ 5% CO2 kultiviert. Um Endothelzellen 
verschiedener Genotypen zu erhalten, wurde das Myokard verschiedener Mauslinien 
verwendet: WT MyEnds (C57BL/6J Mäuse), Cc1-/- MyEnds (Cc1-/- Mäuse), Cc1-/-/ER 
MyEnds (Cc1-/-/ER Mäuse), WT129 MyEnds (129S1/SvImJ). 
WT129 MyEnds wurden aufgrund ihrer starken CEACAM1 Expression in einigen Fällen 
als Positivkontrolle verwendet. Wegen des unterschiedlichen genetischen 
Hintergrunds wurden aber keine Vergleiche mit Cc1-/- MyEnds durchgeführt.  
Vor Stimulation mit TNF-α (50 ng/ml; Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) wurden MyEnds für 1 h ohne Serum kultiviert. 
 
2.5.2 Monozyten 
Die humane Monozytenzelllinie THP-1 (Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland; ACC 16) 
wurde in RPMI 1640 plus l-glutamine, 3,5 g Glucose/l (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) mit 10%FCS (Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C/ 5% CO2 kultiviert. 
Die murine Monozytenzelllinie P388D1 (IL-1) (Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, 
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Deutschland; ACC 288) wurde in RPMI 1640 plus l-glutamine, 3,5 g Glucose/l (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) mit 20% Pferdeserum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA;) bei 37°C/ 5% CO2 kultiviert. 
 
2.6 Gewebeaufbereitung für Histologie 
Zur histologischen Aufarbeitung muriner Aorten wurden die Mäuse durch zervikale 
Dislokation getötet und in Rückenlage mittels Kanülen auf einem mit Alufolie 
bezogenen Korkbrett fixiert. Nach Anfeuchten des Fells mittels 70% Ethanol wurden 
Abdomen und Thorax durch mediane Laparo- und Thorakotomie eröffnet und die 
vordere Brustwand abgetrennt um das Herz zugänglich zu machen. Das rechte 
Herzohr wurde eröffnet und der linke Herzventrikel mittels einer Flügelkanüle und 
daran angeschlossener 20 ml-Spritze punktiert. Um das Blut aus dem Gefäßsystem 
zu entfernen wurde der große Kreislauf über die Flügelkanüle mit 20 ml PBS gespült. 
Eine Entlüftung der Flügelkanüle und Spritze wurde zur Vorbeugung von Gasembolien 
vor der Injektion durchgeführt, da diese die Perfusion beeinträchtigen könnten. 
Mittels feiner Pinzetten und Federschere wurde das perivaskuläre Fettgewebe der 
Aorta vorsichtig entfernt ohne die Adventitia zu verletzen. Im Anschluss wurde die 
Aorta nahe dem Herz und der abdominellen Bifurkation abgetrennt und in die drei 
Anteile Bogen, thorakale und abdominelle Aorta aufgeteilt. Nach der Fixation mit 4% 
PFA für 1 h bei Raumtemperatur wurden die Aortenanteile für 3x 15 min mit PBS 
gewaschen, um das restliche PFA zu entfernen und nachfolgend in TissueTek® O.C.T 
Compound (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) eingefroren. 
Mittels eines Kryostats (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Deutschland; LM3050S) 
wurden Gefrierschnitte (10 µm) angefertigt. Die Aorten für Western Blot-
Untersuchungen wurden unfixiert in ein Mikroreaktionsgefäß überführt und bis zur 
Lagerung bei –80°C in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
Für die Paraffineinbettung der Aorten wurden diese wie oben beschrieben präpariert 
und mit 4% PFA/PBS über Nacht bei Raumtemperatur fixiert und anschließend in 
Einbettkassetten überführt. Die Fixierungslösung wurde durch dreimaliges Waschen 
mit 70% Ethanol über insgesamt 2-3 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler 
entfernt. Anschließend wurden die Kassetten mit den Aorten mit dem Programm 1 des 
Einbettungsautomaten TP1020 (Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) 15 
Stunden behandelt. Das Programm setzte sich wie in Tab.4 beschrieben zusammen. 
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Tab.4: Teilschritte bei der Paraffineinbettung. 
 
Anschließend wurden die Aorten in Paraffinblöcke (Paraffingießstation Modell 2080/K, 
BAVIMED, Birkenau) gegossen. Aus den Paraffinblöcken wurden mittels 
Schlittenmikrotom (SM2010 R, Leica) 6µm dicke Gewebeschnitte angefertigt, diese im 
Wasserbad gestreckt (1052, GFL, Burgwedel), im Anschluss auf Objektträger 
aufgezogen (SuperFrost® Plus Objektträger, R. Langenbrinck, Emmendingen) und bei 
37°C über Nacht im Ofen (Memmert, Schwabach) getrocknet. Anschließend erfolgte 
die immunhistologische Färbung mittels Antikörpern. 
 
2.7 Immunfluoreszenz  
Für die Fluoreszenzmikroskopie werden Fluorochrome genutzt. Diese absorbieren 
Licht einer bestimmten Wellenlänge und emittieren hiervon wiederum einen Teil als 
länger wellige Strahlung. Durch Verwendung geeigneter Filterkombination können 
mehrere Fluoreszenzfarbstoffe parallel eingesetzt werden (Oliver und Jamur 2010). 
Für die indirekte Immunfluoreszenz bindet ein unmarkierter Primärantikörper 
spezifisch an das Zielepitop. Der den Primärantikörper bindende Sekundärantikörper 
ist mit einem Fluorochrom gekoppelt. Dieses Fluoreszenzssignal kann anschließend 
mittels Fluoreszenzmikroskopen sichtbar gemacht werden (Abb.6). Bei der direkten 
Schritt Reagenz Dauer 
1 70% Ethanol 30 min 
2 70% Ethanol 30 min 
3 80% Ethanol 1 h 
4 96% Ethanol 1 h 
5 100% Ethanol 1 h 
6 100% Ethanol 1 h 
7 100% Ethanol 1 h 
8 Xylol 1 h 
9 Xylol 1 h 
10 Xylol 1 h 
11 Paraffin 3 h 
12 Paraffin 3 h 
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Immunfluoreszenz entfällt der Sekundärantikörper, da das Fluorochrom direkt an den 
Primärantikörper gebunden ist (Oliver und Jamur 2010). 
Vor Färbung von Gewebeschnitten der Aorta wurde diese auf den Objektträgern 
mittels eines Diamantstifts markiert, sodass diese später beim Mikroskopieren leichter 
auffindbar waren. Die Entparaffinierung der Proben erfolgte für 2x 10 min in 100% 
Xylol. Die Gewebeschnitte wurden anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe 
für je 5 min in 2x 100%, 96%, 80% und 70% mit anschließendem Waschschritt in A. 
dest. für 5 Min gewässert. Zur Freilegung des Antigens erfolgte eine Demaskierung. 
Dazu wurden die Objektträger in 10 mM Citratpuffer pH 6,0 in einer Mikrowelle              
2x 10 s im Abstand von 30 s zum Kochen gebracht und anschließend 30 min bei 95°C 
inkubiert. Nach 15 Minuten in diesem Ofen wurde durch Schwenken einer Gasbildung 
auf den Objektträgern entgegengewirkt. Nach Abkühlung der Objektträger wurde der 
Citratpuffer über 5 min durch fließendes A. dest. ersetzt und die Objektträger auf einem 
Schüttler für 3x 5 min mit PBS gewaschen. In einer feuchten Kammer erfolgte 
anschließend die Blockade unspezifischer Bindungsstellen auf den Schnitten mit 5% 
normalem Ziegenserum/ PBS für 2 h bei Raumtemperatur. 
Der Primärantikörper wurde in entsprechender Verdünnung in 1% normalem 
Ziegenserum/ 0,2% BSA/ PBS über Nacht aufgetragen. Nach Entfernen 
überschüssiger Primärantikörper durch 3x 5 min Waschen mit PBS, wurden die 
Sekundärantikörper in 1% normalem Ziegenserum/ 0,2% BSA /PBS für 1 h bei 
Raumtemperatur aufgetragen. Der nicht gebundene Anteil wurde ebenfalls durch 3x 5 
Abb.6: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz.  
AK=Antikörper (Abbildung modifiziert nach Oliver und Jamur (2010)) 
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min Waschen mit PBS entfernt. Im Anschluss erfolgte die Färbung der Zellkerne mittels 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI; 1µg/ml) für 10 min. Im Anschluss an 6x 2 min 
Waschen mit PBS wurden die Gewebeschnitte kurz in A. dest. getaucht um Salze zu 
entfernen. Nach Eindecken mit 1%igem Propylgallat (Propyl-3,4,5-trihydroxybenzoat, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) mit 60% Glycerin in PBS wurden sie bis zur 
Analyse bei 4°C dunkel gelagert.  
Für immunzytologische Untersuchungen wurden Zellen auf gelatinierten 
Deckgläschen (12 mm) in 6-Well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert und nach 
Behandlung fixiert. Das Medium wurde abgesaugt, die Zellkulturplatten 3 min mit PBS 
gewaschen und die Zellen für 10 min mit 2% PFA/ PBS fixiert. Nach 3x 3 min Waschen 
mit PBS wurden die Zellen mit 3% BSA/ 1% NGS/ PBS für 2 h inkubiert. Anschließend 
wurde der Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:100 in PBS über Nacht bei 4°C 
in einer feuchten Kammer aufgetragen. Ungebundener Primärantikörper wurde durch 
3x 5 min Waschen mit PBS entfernt. Die Deckgläschen wurden für 2 h bei 
Raumtemperatur mit Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:600 (Cy3-
gekoppelt) bzw. 1:300 (Cy2-gekoppelt) in PBS inkubiert. Die Kerne wurden mit DAPI 
(1µg/ml) für 10 min bei Raumtemperatur gefärbt und die Deckgläschen anschließend 
für 3x 5 min mit PBS gewaschen. Das Eindecken erfolgte mit 5 µl 1%igem Propylgallat 
(Propyl-3,4,5-trihydroxybenzoat, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) mit 60% Glycerin 
in PBS. 
Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem Keyence BZ9000 Mikroskop 
(Keyence, Osaka, Japan) und der dazugehörigen Software BZ-II Analyser (Version 
1.42), beziehungsweise mittels eines inversen Konfokalmikroskops (NIKON Eclipse    
TI-E, ausgestattet mit „Coherent   sapphire   Lasern“ (405, 488, 561, 647  nm)) und 
NIS-Elements  Advanced  Research  Software  (Nikon, Tokio, Japan). 
 
2.8 Histologische Färbungen 
2.8.1 Kernechtrotfärbung 
Kernechtrot, ein saurer Antrachinonfarbstoff (Lang 2013), wird zur Gegenfärbung 
genutzt, um Zellkerne darzustellen. Hierbei handelt es sich um Färbungen mit 
Kernechtrot-Aluminiumsulfat. Dieses färbt im Gegensatz zu Kernechtrot nicht das 
Zytoplasma, sondern die Zellkerne rötlich (Mulisch et al. 2015).  
Die Gewebeschnitte wurden nach 3x 5 min Waschen mit PBS kurz in A. dest. 
geschwenkt und anschließend 3 min in 0,1% Kernechtrotlösung gefärbt. Anschließend 
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wurde überschüssiges Kernechtrot mit A. dest. entfernt und der Schnitt in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Hierzu wurden die Objektträger für jeweils 1 
min in 70%, 80% und 90% Ethanol und anschließend 2x 3 min in 100% Ethanol 
verbracht. Nach 2x 5 min in 100% Xylol wurde der Schnitt mit DePeX (SERVA 
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) eingedeckt. 
 
2.8.2 Oil Red O-Färbung 
Die Färbung von Gewebegefrierschnitten mit dem fettlöslichen Azofarbstoff Oil Red O 
(Solvent Red 27, Sudan Red 5B, C.I. 26125) zur Detektion von Triglyceriden ist eine 
gut etablierte Methode für die Darstellung arteriosklerotischer Plaques in murinen 
Aorten (Lin et al. 2015).  
Für die Herstellung der Oil Red O-Stammlösung wurden 0,5 g Oil Red O (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 100 ml Isopropanol bei 56°C im Wasserbad gelöst und 
über Nacht auf einem Schüttler bei 37°C inkubiert. Zum Herstellen der Färbelösung 
wurde die Stammlösung 3:2 mit A. dest. verdünnt und anschließend mittels Vakuums 
zweifach durch einen Whatman®-Filter filtriert. Die Gefrierschnitte wurden auf einer 
Wärmeplatte für 1 h bei 37°C getrocknet und für 3 min mit PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Schnitte mit 4% PFA für 5 min fixiert, für 3x 3 min mit PBS 
gewaschen und kurz in A. dest. getaucht. Nach 8 min in 60% Isopropanol wurden die 
Schnitte für 1 h mit Oil Red O bei Raumtemperatur gefärbt. Anschließend wurden die 
Schnitte in 60% Isopropanol differenziert und wie weiter oben beschrieben eingedeckt.  
 
2.9 Real-time Polymerasekettenreaktion 
Die Umschreibung von RNA in komplementäre DNA (cDNA) mittels Reverser 
Transkriptase erlaubt deren Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR). 
Hierzu wird zunächst die RNA isoliert, eventuell vorhandene kontaminierende 
genomische DNA durch DNase-Behandlung entfernt und die enthaltene RNA im 
Anschluss mittels einer Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Durch 
Einsatz spezifischer Primerpaare erfolgt die Amplifikation der cDNA bestimmter RNAs 
in der PCR. Die synthetisierten Amplifikationsprodukte können über DNA-bindende 
Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. SYBR Green I) detektiert und quantifiziert werden. Somit 
erlaubt diese Methode Rückschlüsse auf die Menge der Ausgangs-RNA und im Falle 
der Analyse von mRNA auf die Transkriptionsaktivität des jeweiligen Zielgenes in der 
Probe (Jansohn und Rothhämel 2012; Biassoni und Raso 2014). 
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Zur RNA-Isolation wurde je ein Well einer 6-Well-Platte mit 800 µl Qiazol Lyse-
Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) für 5 min bei Raumtemperatur behandelt. Das 
Zelllysat wurde in ein Mikroreaktionsgefäß überführt, nach Zugabe von 160 µl 
Chloroform für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert (15 min; 10000 g; 
4°C). Die wässrige Oberphase wurde in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt, die 
RNA mit 400 µl Isopropanol für 10 min bei Raumtemperatur gefällt und anschließend 
zentrifugiert (10 min; 10000 g; 4°C). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
zweimal mit 400 µl 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation: 2 min; 14000 g; 4°C). Das 
Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet, anschließend in RNase-freiem DEPC-
Wasser (0,1% Diethylpyrocarbonat in A. dest.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
gelöst und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Die Konzentration und Qualität der 
RNA wurde mittels Thermo Scientific™ NanoDrop™ (Thermo Fisher, Waltham, MA, 
USA) analysiert. 
Zur Beseitigung kontaminierender genomischer DNA in den RNA-Proben wurden 2 µg 
RNA mit DEPC-Wasser auf 8 µl adjustiert, jeweils 1 µl 10x Reaktionspuffer und RQ1 
DNase zugegeben (Promega, Madison, WI, USA) und für 10 min bei 37°C inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl RQ1 DNase Stopp (Promega, Madison, 
Wisconsin, USA) und 10 min Inkubation bei 75°C beendet. Das Volumen des 
Reaktionsansatzes wurde mit DEPC-Wasser auf 12 µl erhöht. Hiervon wurden 9 µl für 
die Dreifachbestimmung der (+)RT (entspricht 1,5 µg RNA) und 3µl für die (-)RT 
(entspricht 0,5 µg RNA) verwendet. 
Für die Umschreibung der RNA in DNA wurde SuperScript™ II Reverse Transcriptase 
sowie RNaseOUT™, ein recombinanter Ribonucleaseinhibitor verwendet. (Thermo 
Fisher, Waltham, MA, USA). Tab.5 zeigt die Zusammensetzung der Ansätze für die 
cDNA-Synthese.  
Die Proben wurden für 10 min bei 25°C (Anlagerung der random primer), für 50 min 
bei 42°C (Umschreibung der RNA in cDNA) und abschließend für 5 min bei 95°C 
(Inaktivierung der Reversen Transkriptase) inkubiert. Anschließend wurden (+)RT 
bzw. (-)RT mit dH2O auf 150 µl bzw. 50 µl aufgefüllt. Somit enthielt 1µl der verdünnten 
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Ein real-time PCR-Ansatz bestand aus 1 µl RT-Reaktion, 10 µl 2x GoTaq® qPCR 
MasterMix (Promega, Madison, WI, USA) und jeweils 1 µl Upstream- und 
Downstream-Primer (10 µM). Die Reaktionsansätze wurden mit dH2O auf 20 µl 
aufgefüllt. Die PCR wurde in einem StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo 
Fisher, Waltham, MA, USA) durchgeführt.  
Nach initialer Denaturierung der cDNA und Aktivierung der DNA-Polymerase (95°C für 
2 min) wurde folgendes Programm für die Amplifikation verwendet: Denaturierung 
95°C für 30 s, Annealing 60°C (außer für Chondroitinase: 63°C) für 30 s, sowie 
Synthese der DNA 72°C für 30 s. Es wurden 50 Zyklen gefahren.  
Nach Abschluss der Amplifikation wurde die Spezifität der Reaktion durch eine 
Schmelzkurve überprüft (65°C - 95°C in 0,3°C-Inkrementen für jeweils 10 s). Die 
Sequenzen der verwendeten PCR-Primer sind in Tab.6 zusammengestellt. 
Für die Auswertung wurde für jeden PCR-Lauf eine Probe als Kalibratior definiert und 
die Expression in den anderen Proben auf diese normalisiert. Nach Normalisierung auf 
das „housekeeping gene“ GAPDH konnte die relative Genexpression zwischen den 
analysierten Proben verglichen werden. 
 
 
Tab.5: Reaktionsansätze für die cDNA-Synthese (RT-Reaktion).  
dNTPs und random primer wurden von Promega (Madison, WI, USA), first Strand 
buffer und DTT von Invitrogen (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) bezogen. 
 
Reagenz (+)RT (-)RT 
RNA aus DNase-Reaktion. 9 µl 3 µl 
DEPC-Wasser 6 µl 2,25 µl 
First strand buffer 6 µl 2 µl 
DTT (100 mM) 3 µl 1 µl 
Random primer (0,1 µg/µl) 3 µl 1 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 µl 0,5 µl 
RNaseOut (40 U/µl) 0,75 µl 0,25 µl 
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Tab.6: Liste der verwendeten Primer. 
UP bezeichnet den upstream primer, DP den downstream primer. 
 
GenBank Nr. Proteinname  Sequenzen (5’ - 3’)  




UP: CCAGGTTGTCTCCTGCGACT  
DP: ATACCAGGAAATGAGCTTGACAAAG  
NM_013599.4  MMP-9;  
matrix metallo-
peptidase 9  
UP: ACGACATAGACGGCATCCAG  
DP: GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG  




UP: CCCGCCCTACAGTCCAAAAGGA  
DP: GCATCCCTTCTGCAGCCATCC  
NM_010489.2  Hyaluronidase-2; 
hyaluronoglucos-
aminidase 2  
UP: TCACGCGTCCCACATACACC  
DP: ACTGCAATACTGGGTGGCCC  
NM_010493.3  ICAM-1;  
intracellular adhesion 
molecule 1  
UP: CCAAGCCCACGCTACCTCTG  
DP: GTCCTCCCCGATCTCGCTCA  
NM_008866.2  APT1;  
acyl-protein 
thioesterase 1  
UP: CAGGCAGCAGAAACCGTAAAAGC  
DP: AGCCCGAAGTGGAAGCCAGC  
 
2.10 Co-Immunpräzipitation  
Die Immunpräzipitation wird unter anderem genutzt, um in vitro Protein-Protein-
Interaktionen nachzuweisen. Ein Antikörper bindet spezifisch an ein Antigen des 
Zielproteins im Zellysat. Der so entstandene Antigen-Antikörper-Komplex kann mittels 
Protein A/G beschichteter Agarose-Kügelchen gebunden, und über Zentrifugations- 
und Waschschritte präzipitiert und damit angereichert werden. Dabei werden auch 
Interaktionspartner des Zielproteins co-präzipitiert (Abb.7). Durch Analyse des 
Präzipitats mittels Western Blot können diese Interaktionspartner des Zielproteins 
detektiert werden (Jansohn und Rothhämel 2012; Luttmann et al. 2014).  
Analog kann durch Verwendung von Antikörpern, die spezifisch an phosphorylierte 
Tyrosinreste in Proteinen binden, nach Immunpräzipitation im anschließenden 
Western Blot das Ausmaß der Tyrosinphosphorylierung spezifischer Antigene 
untersucht werden (Jansohn und Rothhämel 2012). 
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Abb.7: Schematische Darstellung des Prinzips der Co-Immunopräzipitation. 
(Abbildung verändert nach Luttmann et al. (2014), sowie Jansohn und Rothhämel 
2012)) 
 
Für jede Probe wurde eine konfluente T75-Zellkulturflasche zunächst kurz mit PBS 
gewaschen und anschließend mit 1 ml Lysepuffer (10 mM Tris (pH 7,5), 50 mM NaCl, 
1% TritonX100, 60 mM Octylglucoside, 50 mM NaF, 1 mM Na3OV4, 1 mM PMSF, 
Proteaseinhibitoren: Aprotinin (in H2O) 1:1000, Leupeptin (in DMSO) 1:1400, Pepstatin 
(in H2O) 1:2000; Stammlösungen je 1mg/ml) für 5 min bei 37°C versetzt. Anschließend 
wurden die Zellen mittels eines Zellschabers abgelöst und in ein Mikroreaktionsgefäß 
überführt. Dies wurde zentrifugiert (20 min; 18000 g; 4°C) und der Überstand als Lysat 
in ein neues Mikroreaktionsgefäß transferiert. 
Für jede Probe wurde mittels Bradford-Assay die Proteinkonzentration bestimmt. 
Dabei findet der Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250 Verwendung, dessen 
Absorptionsmaximum sich nach Bindung an basische und aromatische Proteine von 
465 nm nach 595 nm verschiebt (Bradford 1976; Ernst und Zor 2010). Durch Vergleich 
mit einer Standardkurve kann auf die Proteinkonzentration in den Versuchsproben 
geschlossen werden (Bradford 1976; Luttmann et al. 2014). Die Standardkurve wurde 
mittels in PBS gelöstem BSA in den Konzentrationen 1,0 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 
mg/ml, 0,25 mg/ml, und 0,1 mg/ml erstellt. PBS diente als Leerwert. Je 10 µl des 
Leerwertes, der Standardreihe und der Versuchsproben wurden mit 1 ml 
Bradfordreagenz (Roti®-Quant 5x; 1:5 in A. dest.; Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland) versetzt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Messungen erfolgten im SmartSpec Plus Spectrophotometer (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). 
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Für jede Probe wurde 35 µl Pierce™ Protein A/G Agarose (Thermo Fisher, Waltham, 
MA, USA) 3x mit 200 µl PBS gewaschen (Zentrifugation: 5 min; 6000 g; 4°C). 
Anschließend wurde die Agarose mit 200 µl 1% BSA/ PBS für 1 h bei 4°C auf dem 
Drehrad blockiert und erneut 3x mit 200 µl PBS gewaschen. Je 
Immunpräzipitationsansatz wurden 1 mg Protein mit 5 µg Antikörper über Nacht bei 
4°C auf dem Drehrad inkubiert. Die entstandenen Antikörper-Antigen-Komplexe 
wurden durch Zugabe der vorbereiteten Agarose (2 h bei 4°C auf dem Drehrad) 
gebunden. Nach 4x Waschen mit 200 µl PBS (Zentrifugation: 5 min; 6000 g; 
Raumtemperatur) wurde die zentrifugierte Agarose mit 30 µl DTT-haltigem 3fach 
Probenpuffer (Zusammensetzung siehe 2.4 Lösungen) versetzt und für 5 min bei 95°C 
denaturiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 18000 g wurde der Überstand abgenommen 
und mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. 
 
2.11 Western Blot 
Der Western Blot ist eine weit verbreitete Methode zur Identifizierung, 
Größenbestimmung und Quantifizierung von Proteinen (Jansohn und Rothhämel 
2012). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proteinlysate aus murinen Aorten und 
Endothelzellen gewonnen, im Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf 
eine Nitrozellulosemembran übertragen und mittels Antikörper vermittelter 
enzymatischer Chemilumineszenz analysiert. 
Die Herstellung der Zellysate für Western Blot-Analysen und die Proteinbestimmung 
erfolgte wie für die Co-Immunpräzipitation beschrieben (Kap.2.10). 
Für die Herstellung der Lysate aus murinen Aorten wurden zunächst Mörser und Pistill 
mit flüssigem Stickstoff für wenige Minuten gekühlt. Hierbei wurde für jede Aorta ein 
separates Set an Mörser und Pistill verwendet, um Kreuz-Kontaminationen zu 
vermeiden. Wegen der zu erwartenden geringen Proteinmenge wurde die gesamte 
Aorta verwendet. Eine Unterteilung in Bogen, thorakalen und abdominellen Teil war 
daher nicht möglich. 
Die bei -80°C gelagerte Aorta wurde in den gekühlten Mörser überführt und nach 
Zugabe von 150 µl Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA-Puffer, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), der mit Protease-Inhibitoren supplementiert war 
(Aprotinin (in H2O) 1:1000, Leupeptin (in DMSO) 1:1400, Pepstatin (in H2O) 1:2000; 
Stammlösungen je 1mg/ml), mittels Pistill zerrieben.  
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Das Lysat wurde in ein Mikroreaktionsgefäß überführt und bei 18000 g für 10 min bei 
4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt und 
bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Die Herstellung der Lysate erfolgte soweit möglich 
auf Eis, um eine Degradation der Proteine in den Proben weitgehend zu vermeiden. 
Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird der optimale Trennbereich maßgeblich 
durch die Acrylamid-Konzentration bestimmt. Falls nicht anders angegeben, fand ein 
7,5%iges Trenngel Verwendung.  
Zunächst wurde das Trenngel hergestellt (Tab.7), mit einer Pipette in den Spalt 
zwischen den beiden Glasplatten des Gelhalters eingebracht und mit A. dest. 
überschichtet, um es vor Austrocknung zu schützen. Nach 20 min bei Raumtemperatur 
wurde das Wasser entfernt, das Sammelgel (Tab.7) auf das Trenngel gegossen und 
der Probenkamm eingesetzt. Nach weiteren 20 min bei Raumtemperatur war das 
Trenngel polymerisiert. 
Von den Co-Immunopräzipitationsansätzen wurde der gesamte Überstand auf das Gel 
aufgetragen. Von den anderen Proteinlysaten wurden jeweils 30 µg mit DTT-haltigem 
3fach Probenpuffer (Tab.3) auf 20 µl aufgefüllt. Alle Proben wurden vor dem Auftragen 
für 10 min bei 95°C denaturiert. 
Die elektrophoretische Trennung (SDS-Gelelektrophorese-Puffer siehe 2.4 Lösungen) 
erfolgte bei 80 V, bis anhand des mitgeführten vorgefärbten Molekulargewichts-
markers (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 
eine ausreichende Auftrennung der Proben erkennbar war.  
Zur Vorbereitung des Proteintransfers wurde eine Nitrozellulosemembran 
(AmershamTM ProtranTM 0.45 NC Nitrocellulose Western blotting Membran, GE 
Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland), sowie Whatman® 
Zellulosefilterpapier (0,45 µm, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in Transfer-Puffer 
(siehe 2.4 Lösungen) äquilibriert. Nach der Elektrophorese wurde das Trenngel aus 
der Halterung entnommen und zusammen mit der Nitrozellulosemembran zwischen 
jeweils 2 Lagen des Filterpapiers platziert. Dieser Stapel wurde mit der 
entsprechenden Halterung in die mit Transfer-Puffer gefüllte Blotkammer (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) überführt. Der Proteintransfer erfolgte bei 200 mA 
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Tab.7: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel für Western Blot. 
 
Reagenzien Sammelgel Trenngel (7,5%) 
A. dest 6,2 ml 9,8 ml 
Acrylamid 30% 1,2 ml 5,0 ml 
Tris 0,4 M (pH 6,8) 2,5 ml - 
Tris 1,5 M (pH 8,8) - 5 ml 
10% SDS 0,1 ml 0,2 ml 
10% Ammoniumperoxidsulfat 45 µl 85 µl 
TEMED 23 µl 50 µl 
 
Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran für 1 h mit 5% 
Magermilchpulver/ TBS-T (siehe 2.4 Lösungen) blockiert. Der Primärantikörper wurde 
mit der gleichen Lösung auf die geeignete Konzentration verdünnt. Für die Inkubation 
mit Primär- und Sekundärantikörpern wurden je 2 ml Antikörperlösung verwendet. Die 
Nitrozellulosemembran wurde mit der vorbereiteten Primärantikörperlösung in eine 
Folientasche (A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland) eingeschweißt und über 
Nacht bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. 
Nach 2x Waschen mit TBS-T für jeweils 10 min wurde die Nitrozellulosemembran mit 
dem in 5% Magermilchpulver/ TBS-T verdünnten, Meerrettichperoxidase-konjugierten 
Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur auf einem Drehrad inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran 3x mit TBS-T für jeweils 10 min gewaschen. 
Die Detektion und Auswertung der Signale erfolgte mit einem 
Chemilumineszenzdetektionssystem (Fusion solo und CAPT-Software; Vilber, Vilber 
Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell, Deutschland). Dazu wurde Enhanced 
Chemiluminescence (ECL)-Lösung aus den Lösungen ECL 1 und 2 im Verhältnis 1:1 
frisch angesetzt (siehe 2.4 Lösungen). Die Nitrozellulosemembran wurde unter 
Schwenken für 1 min in 10 ml ECL-Lösung inkubiert. Die Membran wurde danach 
blasenfrei unter Saranfolie (Saropack AG, Rorschach, Schweiz) auf das Probenblech 
gelegt und densitometrisch analysiert. Als Proteinladekontrolle wurde auf der 
Membran anschließend nach der gleichen Prozedur ein „housekeeping gene“ (β-Aktin) 
detektiert. 
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2.12 Palmitoylierungsassay 
In eukaryotischen Organismen liegen 25-40% der zellulären Proteine 
membrangebunden vor (Stevens und Arkin 2000). Die Membranbindung dieser 
Proteine kann über lipophile Transmembrandomänen oder auch durch Lipidanker 
vermittelt werden. Palmitoylierung gehört neben Isoprenylierung und Myristoylierung 
zu den posttranslationalen Modifikationen, die als Lipidanker fungieren können.  
Mittels CAPTUREome™ S-Palmitoylated Protein Kit von Badrilla (Badrilla Ltd, Leeds, 
UK) wurde der Palmitoylierungsstatus von eNOS und Caveolin-1 entsprechend den 
Herstellerhinweisen untersucht. Das Prinzip des Assays besteht darin, in einem ersten 
Schritt alle freien Thiolgruppen zu blockieren. Anschließend werden spezifisch die 
vorhanden Palmitoyl-Thioester-Bindungen hydrolysiert. Die dadurch neu generierten 
Thiolgruppen binden an CAPTUREomeTM capture resin und können präzipitiert 
werden. 
Das Präzipitat, das alle ehemals palmitoylierten Proteine enthält wurde dann im 
Western Blot auf die Präsenz von eNOS und Caveolin-1 analysiert. Die Analysen 
wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
2.13 Adhäsionsassay  
Zur Analyse der Adhäsion von Monozyten an Aortenexplantate beziehungsweise 
MyEnd-Zellen wurden humane (THP-1) und murine (P388D1) Monozyten zunächst mit 
10 μM Calcein-AM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) in PBS bei 
37°C/ 5% CO2 für 1 h markiert. Die markierten Monozyten wurden im Anschluss für     
1 h auf Aortenexplantate beziehungsweise für 30 min auf kultivierte MyEnds gegeben. 
Durch Waschen mit PBS wurden nicht adhärente Monozyten entfernt und die 
gebundenen Monozyten mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgezählt (Keyence BZ-
9000, BZ-II analyzer Software, KEYENCE Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, 
Deutschland; λEm 535 nm).  
Für Analysen mit Aorten wurde die Anzahl adhärenter Monozyten auf die 
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2.14 Permeabilitätsassays 
2.14.1 Evans Blue für in situ Permeabilitätsmessung  
Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion kommt es initial zu einer 
Permeabilitätserhöhung des Endothels sowie einer vaskulären Entzündungsreaktion. 
Diese erhöhte Permeabilität kann als funktioneller Marker der endothelialen 
Dysfunktion durch eine selbst etablierte Methode gemessen und sichtbar gemacht 
werden (Bömmel und Kleefeldt et al. 2017). Dabei wird die endotheliale Permeabilität 
für den blauen Azofarbstoff Evans Blue (auch T-1824; Colour Index Number 23860 
(Saunders et al. 2015)) gemessen (Abb.8). 
Für diese Analysen wurden Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und in 
Rückenlage an den Extremitäten fixiert. Abdomen und Thorax wurden durch mediane 
Laparotomie und Thorakotomie eröffnet, um das Herz darzustellen. Das rechte 
Herzohr wurde mit einer feinen Präparationsschere eröffnet. Der linke Ventrikel wurde 
mit einer Flügelkanüle punktiert, an die eine Spritze mit 20 ml blasenfreier 
Ringerlösung angeschlossen wurde. Die verwendeten Lösungen wurden vor Injektion 
auf 37°C erwärmt, da Kälte zu Vasokonstriktion und damit mangelnder Perfusion 
führen kann (Teixeira und Webb 2004).  
Anschließend wurde die Ringerlösung langsam in den linken Ventrikel des Herzens 
injiziert, um das Blut aus dem Gefäßsystem zu spülen. Danach erfolgte die Infusion 
von 10 ml 0,03% Evans Blue-Lösung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 
Ringerlösung in den linken Ventrikel. Eine erfolgreiche Evans Blue-Injektion zeigte sich 
bereits während der Infusion an einer Blaufärbung verschiedener Organe (z.B. Darm 
und Leber, Abb.8). Nach 30 min Inkubationszeit wurde die Evans Blue-Lösung durch 
Injektion von 20 ml PBS in den linken Herzventrikel entfernt. 
Nach Explantation wurde die Aorta mit 4% PFA für 1 h fixiert, 3x mit PBS für jeweils 5 
min gewaschen und in Bogen, thorakalen und abdominellen Anteil geteilt. Die 
Aortenabschnitte wurden in Tissue Tek® (Sakura Finetek Europe B.W., NL) 
eingefroren und bei -80°C bis zur Anfertigung der Gewebeschnitte gelagert. Mittels 
eines Kryostats (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Deutschland; LM3050S) wurden 
Seriengefrierschnitte mit einer Dicke von 10 µm angefertigt. Diese wurden mit 
Kernechtrot gefärbt. 
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Um die sub-endotheliale Farbstoffeinlagerung zu quantifizieren, wurden je 
Versuchstier 10 zufällig ausgewählte Aortenringe bei 10-facher Vergrößerung mit 
einem Lichtmikroskop (Keyence BZ9000 microscope; Keyence, Japan) aufgenommen 
und ausgewertet (ImageJ, Version 1.46r, Wayne Rasband, NIH; USA). Dazu wurde 
die Länge der sub-endothelialen Evans Blue-Einlagerung bestimmt und auf die 
Gesamtlänge des Endothels normiert. Anschließend wurden die 10 Einzelwerte je 
Versuchstier gemittelt. 
 
Abb.8: Schematische Darstellung der Permeabilitätsmessung mit Evans Blue. 
Nach Spülen des großen Kreislaufs wurde Evans Blue in das Gefäßsystem injiziert. In 
Abhängigkeit von der endothelialen Barrierefunktion diffundiert Evans Blue in den sub-
endothelialen Bereich der Gefäßwand. Damit kann die endotheliale Dysfunktion bereits 
vor Auftreten morphologischer Veränderungen untersucht werden. (Abbildung 
modifiziert nach Bömmel und Kleefeldt et al. (2017), Verwendung mit freundlicher 
Genehmigung des Verlags) 
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2.14.2 Fluoreszenzmarkiertes Dextran und Monozytenmigration 
Die Permeabilität und die Transmigration von Leukozyten kann in vitro durch 
Transwell® Assays untersucht werden. Hierbei wird durch einen Einsatz die 
Zellkulturschale in ein oberes und ein unteres Kompartiment unterteilt. Der Filter im 
Transwelleinsatz reguliert durch seine Porengröße die Diffusion von Molekülen 
beziehungsweise Transmigration von Zellen, z.B. Monozyten. Um die endotheliale 
Barriere in vitro zu simulieren, wurden Endothelzellen als Monolayer auf dem Filter 
kultiviert. In Abhängigkeit von der Permeabilität der endothelialen Barriere können 
Moleküle diese überwinden. Für die Transmigration von Monozyten durch die Barriere 
spielt auch die Expression von Adhäsionsmolekülen eine Rolle (Muller und Luscinskas 
2008; English et al. 2017). Abb.9 zeigt den funktionellen Aufbau des Transwell® 
Assays. 
MyEnds wurden auf gelatinierten Transwell® Einsätzen der Porengröße 0,8 μm 
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) in DMEM/ 10% FCS kultiviert. THP-1-
Zellen wurden wie für den Adhäsionsassay mit 10 μM Calcein-AM in PBS für 1 h bei 
37°C/ 5% CO2 markiert. 105 Calcein-markierte THP-1-Zellen wurden in Rhodamine B-
Dextran haltigem Medium (Sigma-Aldrich GmbH, München, Deutschland; 1 mg/ml, 70 
kDa) in das obere Kompartiment der Transwell® Einsätze gegeben. Nach 1h wurden 
die über die endotheliale Barriere migrierten Monozyten ausgezählt, sowie der Anteil 
des diffundierten Dextrans mittels eines Spektrophotometer (λEx 485 nm; λEm 535 nm) 
im unteren Kompartiment bestimmt. 
Versuche zur endothelialen Permeabilität in Aorten wurden auch mit 
floureszenzmarkiertem Dextran durchgeführt. Dazu wurden Aorten explantiert und auf 
einer Glasplatte in Ringsegmente von 3 mm Länge geschnitten. Diese Ringe wurden 
für 2 h mit 10 μM Alexa647-Dextran/ 0.2% BSA/ DMEM (alle: Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) bei 37°C/ 5% CO2 inkubiert. Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz 
wurden Negativkontrollen mit 0.2% BSA/ DMEM ohne Alexa647-Dextran inkubiert. Die 
Abb.9: Schematische Darstellung des Transwell® Assays. 
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Aortenringe wurden im Anschluss 15 min bei Raumtemperatur mit 4% PFA fixiert, mit 
einer feinen Schere eröffnet und mit dem Endothel nach oben auf einem Objektträger 
platziert. Der Erhalt der endothelialen Integrität nach der Präparation der 
Ringsegmente wurde mittels Texas Red-X-konjugiertem wheat germ Agglutinin (WGA) 
(Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). 
Es wurden konfokale Aufnahmen der Ringsegmente mit einem NIKON Eclipse TI-E 
Mikroskop (Coherent Sapphire Laser, mbp communication visible fiber laser; 
Wellenlängen: 405, 488, 561, 647 nm; NIS-Elements Advanced Research Software; 
Nikon, Tokio, Japan) angefertigt. Die Intensität des Fluoreszenzsignals von 
mindestens 10 Aufnahmen pro Aortenring wurde mittels ImageJ (1.47v, NIH, USA) 
bestimmt. 
 
2.14.3 Transendotheliale elektrische Impendanzmessung 
Durch „Electric Cell-substrate Impendance Sensing“ kann der Widerstand der 
endothelialen Barriere gemessen werden (Szulcek et al. 2014; Kho et al. 2017). Dazu 
wird die elektrische Impedanz mittels Wechselstroms bei 4000 Hz gemessen. Eine 
Abnahme des elektrischen Widerstand entspricht dabei einer Zunahme der 
endothelialen Permeabilität (Szulcek et al. 2014).  
Für diese Untersuchungen wurden MyEnds in speziellen, mit Goldelektroden 
bestückten Zellkulturplatten zur Konfluenz kultiviert (ECIS, Applied Biophysics Inc., 
Troy, NY, USA). Zunächst wurden für 15 min die basalen Widerstandswerte der 
Endothelzellmonolayer bestimmt. Durch Zugabe von 50 ng/ml TNF-α allein oder in 
Präsenz des Src-Kinase-Inhibitors PP2 (10 μM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
wurde der Einfluss von TNF-α und Src-Kinase auf die endotheliale Barrierefunktion 
untersucht. 
 
2.15 Statistische Analysen 
Die statistischen Analysen für Mittelwerte, SEM und Signifikanz erfolgten mittels 
Statistica 13.1 von Dell (Round Rock, TX, USA). Zeigten die Einzelwerte innerhalb der 
Gruppen eine Normalverteilung, wurde ein zweiseitiger Student’s t-Test angewendet. 
Bei Nicht-Normalverteilung kam der Whitney Rank Sum-Test zur Anwendung. Für den 
Vergleich von mehr als 2 Gruppen wurde ein einseitiger Analysis of Variance-Test 
(ANOVA) durchgeführt. Ein Wert von p < 0.05 wurde als signifikant (*) und p < 0.001 
als hochsignifikant (***) definiert. 
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3 Ergebnisse 
3.1 CEACAM1-Expression in murinen Arteriosklerosemodellen 
Najjar et al. (2013) konnten zeigen, dass es in Cc1-/- Mäusen auch ohne Fütterung 
einer hochkalorischen Diät spontan zur Ausbildung kleiner Arteriosklerose-ähnlicher 
Läsionen kommt. Ob umgekehrt Arteriosklerose die Expression von CEACAM1 
beeinflusst, war bisher unbekannt. Deshalb wurden immunhistologische 
Untersuchungen zur Expression von CEACAM1 in zwei murinen Arteriosklerose-
modellen durchgeführt. In Gefrierschnitten von Aortenbögen aus ApoE-/- Mäusen, die 
für 3 Monate mit WD gefüttert worden waren, wurde CEACAM1 hauptsächlich in der 
Intima im Bereich arteriosklerotischer Plaques exprimiert (Abb.10A). Zudem zeigten 
adventitielle Zellen und einige Zellen am Intima-Media-Übergang ebenfalls CEACAM1-
Expression. Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der immunhistologischen Analyse 
von Aorten aus Ldlr-/- Mäusen nach dreimonatiger WD erhalten (Abb.10B). Allerdings 
war in diesem Arteriosklerosemodell CEACAM1 auch verstärkt außerhalb von 
Plaquebereichen exprimiert. Unter ND war keine Expression von CEACAM1 in Aorten 
von Ldlr-/- Mäusen nachweisbar (Daten nicht gezeigt).  
 
Abb.10: Expression von CEACAM1 in Aorten muriner Arteriosklerosemodelle. 
In Gefrierschnitten von Aorten aus ApoE-/- Mäusen (A) und Ldlr-/- Mäusen (B) wurden 
Zellkerne mit DAPI gefärbt. Die immunhistologische Analyse zeigt eine Expression von 
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Diese Daten belegen eine stressabhängige differentielle Expression von CEACAM1 in 
Gefäßabschnitten mit atherosklerotischer Plaqueentwicklung. So stellte sich die Frage, 
inwieweit sich die endotheliale Expression unter diesen pathologischen Bedingungen 
protektiv oder aber eher verschlechternd auf die endotheliale Barriere auswirkt. 
 
3.2 Morphologische Charakterisierung von Wildtyp und Cc1-/- Endothelzellen 
Die endotheliale Barriere spielt für die Initiation der Plaqueentwicklung eine 
entscheidende Rolle. Um den Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Funktion 
besser untersuchen zu können, wurden Endothelzelllinien aus dem Myokard (MyEnds) 
von Wildtyp (WT) und Cc1-/- Mäusen generiert.  
In immunhistologischen Analysen beider Genotypen zeigten sich Unterschiede in der 
Zellmorphologie: Im Gegensatz zu den eher länglichen WT MyEnd-Zellen, wiesen  
Cc1-/- MyEnd-Zellen eine eher rundliche Morphologie auf (Abb.11). Die Färbung für 
VE-Cadherin zeigte darüber hinaus interzelluläre Lücken zwischen benachbarten   
Cc1-/- MyEnd-Zellen, welche im WT nicht nachweisbar waren. Weiterhin deutete die 
immunhistologische Darstellung von VE-Cadherin auf einen meanderförmigen Verlauf 
der Zellmembran von Cc1-/- MyEnd-Zellen hin (Abb.11). Damit gleicht der 
morphologische Phänotyp der Cc1-/- MyEnd-Zellen dem der aortalen Endothelzellen 
von Cc1-/- Mäusen (Najjar et al. 2013). 
 
 
Abb.11: Zellmorphologische Unterschiede zwischen WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen  
Färbungen für VE-Cadherin zeigen in Cc1-/- MyEnd-Zellen im Gegensatz zum WT eine 
rundlichere Morphologie mit interzellulären Lücken (Pfeile) sowie einen eher 
meanderförmigen Verlauf der Zellmembran. Maßstabsbalken 25µm. 
WT Cc1-/-
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Aufgrund dieser Befunde stellen die generierten Endothelzelllinien ein geeignetes in 
vitro Modell für die Analyse des Einflusses von CEACAM1 auf die endotheliale 
Funktion dar. 
 
3.3 Einfluss von CEACAM1 auf die sub-zelluläre eNOS Lokalisation 
Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) spielt für die Homöostase des Endothels eine 
wichtige Rolle (Heiss et al. 2014). Da die sub-zelluläre Lokalisation von eNOS dabei 
maßgeblich die Enzymaktivität beeinflusst (Tran et al. 2016), wurde der Einfluss von 
CEACAM1 darauf hin untersucht. In immunhistochemischen Analysen von WT 
MyEnd-Zellen zeigte eNOS eine überwiegende Membranlokalisation (Abb.12). 
Demgegenüber war eNOS in CEACAM1-defizienten MyEnd-Zellen verstärkt peri-
nukleär lokalisiert (Abb.12). Diese Ergebnisse stimmen mit Befunden aus Cc1-/- 
Aortenexplantaten überein (Najjar et al. 2013).  
CEACAM1 ist, ähnlich wie eNOS, vorwiegend an der Zellmembran der Endothelzellen 
lokalisiert. Daher wurde mittels Co-Immunopräzipitationsanalysen die räumliche Nähe 
zwischen CEACAM1 und eNOS überprüft. In Lysaten von WT MyEnd-Zellen wurden 
unter Verwendung eines anti-CEACAM1 Antikörpers auch eNOS und das ebenfalls 
mit eNOS interagierende Molekül Caveolin-1 co-präzipitiert (Abb.13A). Damit wurde 
eine Komplexbildung zwischen allen drei Proteinen nachgewiesen. CEACAM1 könnte 
damit durch Interaktion zur Membranlokalisation von eNOS beitragen. 
Abb.12: Einfluss von CEACAM1 auf die sub-zelluläre Lokalisation von eNOS. 
Immunfluoreszenzanalysen an WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen zeigen eine verstärkte 
Membranlokalisation von eNOS im WT (Pfeile) im Gegensatz zum verstärkt 
perinukleären Verteilungsmuster im Cc1-/-. Maßstabsbalken 25µm. 
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Da auch die Interaktion von eNOS mit Caveolin-1 zur Membranlokalisation beitragen 
kann, wurde untersucht, ob CEACAM1-Defizienz diese Interaktion beeinflusst. Dazu 
wurde nach Präzipitation mit einem anti-eNOS Antikörper das Präzipitat auf die 
Präsenz von Caveolin-1 untersucht. Dabei wurde eine verminderte Interaktion von 
Caveolin-1 mit eNOS in Cc1-/- MyEnd-Zellen festgestellt (Abb.13B). Außerdem zeigte 
sich ein erhöhter Phosphorylierungsgrad von eNOS am Serin1177. 
Zur Membranverankerung von eNOS trägt auch Palmitoylierung des Proteins bei (Tran 
et al. 2016). Deshalb wurde die Palmitoylierung von eNOS in CEACAM1-
exprimierenden und Cc1-/- MyEnd-Zellen verglichen. Es zeigte sich eine deutlich 
verminderte Palmitoylierung von eNOS in Abwesenheit von CEACAM1 (Abb.14A). Der 
Palmitylrest kann durch Acyl-Protein Thioesterase-1 (APT1) auch wieder von eNOS 
abgespalten werden (Yeh et al. 1999). Mittels quantitativer real-time-PCR wurde in 




Abb.13: CEACAM1 bildet Komplexe mit eNOS und Caveolin-1. 
Nach Präzipitation mit einem anti-CEACAM1 Antikörper waren im Präzipitat eNOS 
und Caveolin-1 detektierbar (A). In Cc1-/- MyEnd-Zellen war die Interaktion von 
eNOS mit Caveolin-1 vermindert. Dies könnte auf den verstärkten Ser1177 
Phosphorylierungsgrad von eNOS zurückzuführen sein (B).  
B
A
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3.4 Einfluss von CEACAM1 auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion  
Najjar et al. (2013) konnten eine im Vergleich zum WT verstärkte Leukozyten-
Endothel-Interaktion (LEI) in Aorten von Cc1-/- Mäusen zeigen. Dieser Befund wurde 
durch eigene Versuche bestätigt (Abb.15A). Um zu überprüfen, ob die erhöhte LEI auf 
endothelialen Veränderungen beruht, wurden Zellen der humanen Monozytenzelllinie 
THP-1 bzw. der murinen Monozytenzelllinie P388D1(IL-1) mit Calcein markiert und die 
Adhäsion dieser Zellen an WT bzw. Cc1-/- MyEnd-Zellen quantifiziert. Dabei zeigten 
Cc1-/- MyEnd-Zellen eine erhöhte Adhäsivität gegenüber Monozyten beider Zelllinien 
(Abb.15B).  
Die Adhäsion von Monozyten wird über Adhäsionsmoleküle wie das intercellular 
adhesion molecule 1 (ICAM-1, CD54) vermittelt (Kevil et al. 2001). Mittels quantitativer 
real-time PCR wurde in Cc1-/- MyEnd-Zellen eine erhöhte Expression von ICAM-1 auf  
mRNA-Ebene nachgewiesen (Abb.15B).  
Die Glykokalyx von Endothelzellen schränkt die Erreichbarkeit endothelialer 
Adhäsionsmoleküle und damit die Adhäsion von Immunzellen an das Endothel 
erheblich ein (Lipowsky 2011; McDonald et al. 2016). Unsere Arbeitsgruppe konnte 
mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen erstmalig zeigen, dass die Glykokalyx 
des Aortenendothels in Cc1-/- Mäusen im Vergleich zu WT Mäusen deutlich reduziert 
ist (Ghavampour et al. 2018). Die Analyse der Expression Glykokalyx abbauender 
Enzyme mittels quantitativer real-time PCR zeigte eine verstärkte Transkription von 




Abb.14: CEACAM1 beeinflusst die Palmytoylierung von eNOS via APT1. 
Cc1-/- MyEnd-Zellen weisen eine signifikant verminderte Palmitoylierung von eNOS 
auf (A). RT-PCR-Analysen belegen eine erhöhte mRNA-Expression der eNOS-
depalmitoylierenden Acyl-Protein Thioesterase 1 (APT1) in Cc1-/- MyEnd-Zellen (B). 
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Abb.16 CEACAM1-abhängige Expression Glykokalyx-degradierender Enzyme in 
Endothelzellen.  
Quantitative real-time PCR-Analysen zeigten eine verstärkte Transkription der 
Glykokalyx-degradierenden Enzyme MMP-9, Chondroitinase und Hyaluronidase-2 in 
Cc1-/- MyEnds.  
Abb.15: Verstärkte Monozyten-Endothel-Interaktion bei CEACAM1-Defizienz. 
Calcein-markierte THP-1 Monozyten (grün) wiesen eine signifikant erhöhte Adhäsion 
an Aortenexplantate von Cc1-/- Mäusen auf (A). Adhäsion von THP-1 und             
P388D1 (IL-1) Monozyten an WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen. Die statistische 
Auswertung zeigte für beide Monozytenzelllinien eine stärkere Adhäsion an Cc1-/- 
MyEnd-Zellen. Die mRNA-Expression von ICAM-1 war in Cc1-/- MyEnd-Zellen erhöht 
(B). 
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3.5 Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Barriere 
3.5.1 Einfluss von CEACAM1 auf die basale endotheliale Permeabilität in vitro 
Aufgrund der histomorphologischen Unterschiede zwischen WT und Cc1-/- MyEnd-
Zellen (Abb.11) wurde der Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Barriere 
untersucht. Hierfür wurde zunächst in vitro mittels Messung des trans-endothelialen 
Widerstandes (trans-endothelial electrical resistance, TEER) untersucht, ob 
CEACAM1 die Barrierefunktion beeinflusst. Hierbei zeigte sich basal ein deutlich 
verminderter elektrischer Widerstand in Cc1-/- MyEnd-Zellkulturen, was einer erhöhten 
Permeabilität entspricht (Abb.17A). Die erhöhte basale Permeabilität von Cc1-/- 
MyEnd-Zellkulturen wurde durch Diffusionsexperimente mit Fluoreszenz-markiertem 
Dextran sowie durch Transmigrationsexperimente mit THP-1 Zellen bestätigt 
(Abb.17B,C).  
 
3.5.2 Evans Blue zur quantitativen Bestimmung der endothelialen Barrierestörung in 
situ 
Eine Störung der endothelialen Barriere stellt einen initialen Schritt in der Pathogenese 
der Arteriosklerose dar. Deshalb ist es von Interesse die endotheliale Barrierefunktion 
vor Entstehung arteriosklerotischer Plaques auch in situ messen zu können. Zu 
diesem Zweck wurde ein bisher als Miles-Assay verwendetes Verfahren modifiziert 
und für die Permeabilität der großen Gefäße etabliert – der Evans Blue-Assay. 
Basierend auf Literaturangaben wurden Mäuse im Alter von 3 Monaten nach weiterer 
einmonatiger ND bzw. WD analysiert (Whitman 2004). Um auszuschließen, dass es 
unter den gewählten Bedingungen bereits zu einer Plaqueentwicklung kommt, wurden 
Abb.17 Einfluss von CEACAM1 auf die Permeabilität von MyEnd-Zellkulturen 
unter Basalbedingungen. 
Der trans-endotheliale Widerstand von Cc1-/- MyEnd-Zellkulturen ist basal vermindert 
(A). Die Diffusion von Fluoreszenz-markiertem Dextran (B), als auch die 
Transmigration von THP-1 Monozyten (C) durch einen Endothelzellmonolayer ist bei 
CEACAM1-Defizienz erhöht. 
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Aorten dieser Mäuse zunächst auf arteriosklerotische Plaques hin untersucht. Oil Red 
O-Färbungen stellen eine etablierte Methode zum Nachweis arteriosklerotischer 
Plaques dar (Andres-Manzano et al. 2015). Diese Analysen ergaben, dass nur       
ApoE-/- Mäuse unter ND eine deutliche Plaqueentwicklung zeigten. Dagegen waren 
Aorten von Ldlr-/- Mäusen (unter ND und WD), sowie WT und Cc1-/- Mäusen (beide 
unter ND) frei von arteriosklerotischen Plaques (Abb.18).  
Für die murinen Arteriosklerosemodelle ApoE-/- und Ldlr-/- wurde eine deutlich stärkere 
intimale Evans Blue Deposition nach einmonatiger WD nachgewiesen (Abb.19A,B). 
Da beide Modelle nach längerer Fütterung von WD verstärkt arteriosklerotische 
Plaques bilden, spricht dieser Befund für eine verlässliche und frühzeitige Detektion 
einer endothelialen Barrierestörung durch den Evans Blue Assay. Darüber hinaus 
zeigten ApoE-/- Mäuse auch unter ND eine stärkere intimale Färbung in allen drei 
Aortenabschnitten. Dies stimmt mit der Beobachtung einer spontanen Plaquebildung 
in diesem Tiermodell auch unter ND überein (Abb.18). Nach Verifizierung der Eignung 
des Evans Blue Assays wurde damit die endotheliale Barrierefunktion von WT und 
Cc1-/- Mäusen vergleichend analysiert (Abb.19C). In 3 Monate alten Tieren unter ND 
resultierte CEACAM1-Defizienz in einer verstärkten intimalen Evans Blue Deposition, 
die auf eine endotheliale Barrierestörung in jungen Cc1-/- Mäusen hinweist. 
Abb.18: Plaqueentwicklung in verschiedenen Mausmodellen. 
Mäuse verschiedener Genotypen wurden im Alter von 3 Monaten für einen weiteren 
Monat normokalorisch (ND) bzw. hochkalorisch (WD) ernährt. Gefrierschnitte von 
Aortenbögen dieser Mäuse wurden mittels Oil Red O gefärbt, um die Ausprägung 
arteriosklerotischer Plaques zu untersuchen. Nur in ApoE-/- Mäusen war eine 
deutliche Plaqueentwicklung nachweisbar. Maßstabsbalken 100µm. 
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Abb.19: Nachweis verminderter endothelialer Barrierefunktion mittels Evans 
Blue Assay. 
Dargestellt sind gesamte Aorten (links), Aortenschnitte (Mitte) und die statistische 
Auswertung der intimalen Evans Blue Deposition (rechts) in Aortenbögen. Die 
Analysen der murinen Arteriosklerosemodelle ApoE-/- (A) und Ldlr-/- (B) belegen die 
Zuverlässigkeit des Evans Blue Assays bei der Detektion von Barrierestörungen.  Auch 
in Cc1-/- Mäusen ist eine verstärkte intimale Evans Blue Deposition in der Intima von 
Aortenbögen nachweisbar (C). Maßstabsbalken 100µm. (Abbildung modifiziert nach 
Bömmel und Kleefeldt et al. (2017), Verwendung mit freundlicher Genehmigung des 
Verlags) 
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3.5.3 Permeabilitätsmessungen an Aortenringen aus WT und Cc1-/- Mäusen 
Die unter Verwendung des neu etablierten Evans Blue Assays erhaltenen Daten 
sollten mittels eines weiteren Permeabilitätsassays überprüft werden. Dafür wurden 
Aortenringe von 3 Monate alten WT und Cc1-/- Mäusen mit Fluoreszenz-markiertem 
Dextran für 2 h inkubiert. Nach dem Waschen der Aortenringe wurden Gewebeschnitte 
angefertigt und das intimal deponierte Dextran detektiert und quantifiziert. Für WT und 
Cc1-/- Aorten war die Autofluoreszenz des Gewebes vernachlässigbar gering. Analog 
zu den Evans Blue Analysen zeigte sich eine verstärkte Einlagerung Fluoreszenz-
markierten Dextrans in Aortenringe aus Cc1-/- Mäusen (Abb.20). 
 
3.5.4 Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Barriere im Alter 
Alter stellt einen Risikofaktor für die Entwicklung von Arteriosklerose dar (Head et al. 
2017). Deshalb wurde auch die endotheliale Barrierefunktion von Mäusen im Alter von 
9 Monaten mittels Evans Blue Assay untersucht. Im Gegensatz zu 3 Monate alten 
Mäusen war dabei die endotheliale Permeabilität im WT deutlich höher als in Cc1-/- 
Mäusen. Im WT stieg die intimale Evans Blue Deposition im Vergleich zu 3 Monate 
alten Tieren sehr stark an, während sie in gealterten Cc1-/- Mäusen abnahm (Abb.21). 
 
3.5.5 Einfluss von CEACAM1 auf die altersbedingte vaskuläre TNF-α Expression 
Aus der Literatur ist bekannt, dass es im Rahmen des Alterungsprozesses zu einer 
erhöhten vaskulären Expression des pro-inflammatorischen TNF-α kommt (Royall et 
al. 1989; Angelini et al. 2006; Marcos-Ramiro et al. 2014). In Western Blot Analysen 
konnte gezeigt werden, dass die vaskuläre Expression von TNF-α in 9 Monate alten 
WT Mäusen deutlich höher ist, als in Aorten gleichalter Cc1-/- Mäuse (Abb.22). 
Abb.20: Permeabilitätsmessungen an Aortenringen aus WT und Cc1-/- Mäusen. 
Nach Inkubation von Aortenringen mit Fluoreszenz-markiertem Dextran wurde die im 
Gewebe verbliebene Fluoreszenz quantifiziert. Die erhöhte basale Fluoreszenz-
deposition bei CEACAM1-Defizienz bestätigt die Ergebnisse des Evans Blue Assays. 
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Abb.21: Altersabhängiger Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Barriere. 
Im Alter von 3 Monaten (jung) weisen Cc1-/- Mäuse eine stärkere endotheliale 
Permeabilität für Evans Blue im Vergleich zu WT Mäusen auf. Dagegen zeigt sich im 
Alter von 9 Monaten (gealtert) eine verstärkte Permeabilität in Aorten von WT Mäusen, 
wogegen Cc1-/- Mäuse eine verminderte endotheliale Permeabilität aufweisen. 
 
Abb.22: Einfluss von CEACAM1 auf die vaskuläre Expression von TNF-α. 
Im Alter von 9 Monaten ist in Aorten von WT Mäusen eine deutlich stärkere Expression 
von TNF-α nachweisbar. 
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3.5.6 Modulation der TNF-α-induzierten Barrieredysfunktion durch CEACAM1 
Neben der Analyse des Einflusses von CEACAM1 auf die vaskuläre TNF-α Expression 
sollte auch ein möglicher Effekt auf die Wirkung von TNF-α untersucht werden. Dazu 
wurden Aortenringe aus WT und Cc1-/- Mäusen mit TNF-α inkubiert bzw. unbehandelt 
gelassen. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit Fluoreszenz-markiertem Dextran 
und die endotheliale Permeabilität wurde anhand der intimalen Fluoreszenz bestimmt. 
In Aortenringen aus WT Mäusen erhöhte TNF-α die endotheliale Permeabilität 
tendenziell. In Aortenringen aus Cc1-/- Mäusen wurde die Permeabilität durch TNF-α 
dagegen vermindert (Abb.23A). Der Einfluss von CEACAM1 auf die TNF-α-vermittelte 
Modulation der endothelialen Barriere wurde ebenfalls mittels TEER-Analysen an 
MyEnd-Zellkulturen untersucht (Abb.23B). Analog zu den Analysen an Aortenringen 
führte die Zugabe von TNF-α zu einer verstärkten Permeabilität (geringerer 
Widerstand) bei CEACAM1-exprimierenden MyEnd-Zellen, wohingegen TNF-α bei 
Cc1-/- MyEnd-Zellkulturen die Permeabilität verminderte (erhöhter Widerstand). 
 
3.6 Einfluss von CEACAM1 auf die Stabilität von Adherens Junctions 
 Adherens Junctions spielen eine zentrale Rolle für die endotheliale Barrierefunktion 
(Giannotta et al. 2013). Die Stabilität dieser Kontakte wird durch phosphoryliertes 
Caveolin-1 (Sun et al. 2009; Kronstein et al. 2012) und den Phosphorylierungsstatus 
der beteiligten AJ-Proteine (Bertocchi et al. 2012) moduliert. Aufgrund der 
Unterschiede in der Permeabilität zwischen WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen, wurde der 
Einfluss von CEACAM1 auf Caveolin-1 und AJ-Proteine untersucht. 
Abb.23: Einfluss von CEACAM1 auf die TNF-α-abhängige Regulation der 
endothelialen Permeabilität. 
Intimale Einlagerung von Fluoreszenz-markiertem Dextran in unbehandelte und TNF-
α-vorinkubierte Aortenringe (A). TEER-Analysen an MyEnd-Zellkulturen ohne und mit 
TNF-α-Stimulation (B). In CEACAM1-exprimierenden MyEnd-Zellkulturen erhöht    
TNF-α die Permeabilität, während sie bei CEACAM1-Defizienz durch TNF-α 
vermindert wird. 
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3.6.1 Expression und Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1 
Cc1-/- MyEnd-Zellen weisen eine verstärkte basale Expression von Caveolin-1 auf 
(Abb.24). Darüber hinaus ist auch die Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1 unter 
Basalbedingungen in Cc1-/- im Vergleich zu WT MyEnd-Zellen erhöht (Abb.24). Nach 
Stimulation mit TNF-α ändert sich die Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1 in WT 
MyEnd-Zellen nicht. Dagegen kommt es in Cc1-/- MyEnd-Zellen zu einer Tyrosin-
Dephosphorylierung von Caveolin-1 nach TNF-α-Stimulation (Abb.24). 
 
3.6.2 TNF-α-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von Adherens Junction Proteinen 
Unter Basalbedingungen gab es keine signifikanten Unterschiede in der Expression 
oder Tyrosin-Phosphorylierung von β-Catenin bzw. VE-Cadherin zwischen WT und 
Cc1-/- MyEnd-Zellen (Abb.25). 
Abb.24: Einfluss von CEACAM1 auf die Expression und Phosophorylierung von 
Caveolin-1. 
In Cc1-/- MyEnd-Zellen ist Caveolin-1 unter Basalbedingungen stärker exprimiert und 
auch am Tyrosinrest phosphoryliert als im WT (obere Reihe). TNF-α ändert die 
Tyrosin-Phosphorylierung in WT MyEnd-Zellen nicht, führt aber in Cc1-/- MyEnd-
Zellen zu einer reduzierten Phosphorylierung (untere Reihe). 
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Nach Inkubation von WT MyEnd-Zellen mit TNF-α war die Tyrosin-Phosphorylierung 
von ß-Catenin signifikant und die von VE-Cadherin tendenziell erhöht (Abb.25). Im 
Gegensatz dazu induzierte TNF-α in Cc1-/- MyEnd-Zellen eine Dephosphorylierung 
von β-Catenin (Abb.25). Die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin wies in     





Abb.25: Einfluss von CEACAM1 auf die Phosphorylierung von AJ-Proteinen. 
Nach TNF-α-Inkubation nimmt in WT MyEnd-Zellen die Tyrosin-Phosphorylierung von 
β-Catenin zu, während sie in Cc1-/- MyEnd-Zellen durch TNF-α vermindert wird (A). 
Dagegen wird die Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin durch TNF-α weder in 
WT, noch in Cc1-/- MyEnd-Zellen signifikant beeinflusst (B). 
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Um zu untersuchen, wie CEACAM1 die TNF-α-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung 
von β-Catenin beeinflusst, wurden Co-Immunopräzipitationsexperimenten 
durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass in WT MyEnd-Zellen nach TNF-α-Inkubation    
VE-Cadherin und Src-Kinase verstärkt mit CEACAM1 co-präzipitiert werden konnten 
(Abb.26A). Darüber hinaus war nur in WT MyEnd-Zellen eine verstärkte Co-





Abb.26: Verstärkte Komplexbildung von CEACAM1 mit AJ-Proteinen und Src-
Kinase nach TNF-α-Inkubation. 
Co-Immunpräzipitationsanalysen mit einem anti-CEACAM1-Antikörper zeigen eine 
verstärkte Komplexbildung von CEACAM1 mit VE-Cadherin und Src-Kinase in WT 
MyEnd-Zellen nach TNF-α-Inkubation (A). Nur in WT MyEnd-Zellen induziert TNF-α 
eine verstärkte Interaktion von β-Catenin mit Src-Kinase (B). 
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4 Diskussion 
4.1 CEACAM1 stabilisiert Morphologie und Integrität des Endothels – „Notfallhelfer“ 
bei endothelialem Stress? 
Es ist seit längerem bekannt, dass CEACAM1 eine wichtige Rolle bei 
Gefäßneubildungen, d.h. bei Vaskulogenese und Angiogenese spielt (Ergun et al. 
2000; Kilic et al. 2005). So ist CEACAM1 ein wesentlicher Faktor für die Reifung neu 
gebildeter Gefäße, z.B. im Rahmen von Tumor-Neovaskularisierung (Nouvion et al. 
2010; Gerstel et al. 2011). 
Najjar et al. (2013) konnten zum ersten Mal zeigen, dass CEACAM1 auch in die 
Homöostase reifer Gefäße involviert ist. Sechs Monate alte CEACAM1-defiziente 
Mäuse entwickelten ohne hochkalorische Fütterung spontan kleine Arteriosklerose-
ähnliche Läsionen im Bereich der Aortenwurzel. Dies ging einher mit einer gestörten 
Integrität des Endothels, verminderter vaskulärer Expression von eNOS, sowie 
verstärkter endothelialer Adhäsivität gegenüber Leukozyten (Najjar et al. 2013). Dies 
deutete darauf hin, dass CEACAM1 eine atheroprotektive Rolle in ausgereiften 
Gefäßen spielen könnte. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte an CEACAM1-exprimierenden (WT) und   
-defizienten (Cc1-/-) MyEnd-Zellen in vitro verifiziert werden, dass CEACAM1 die 
endotheliale Morphologie und Integrität unterstützt. So wiesen WT MyEnd-Zellen eine 
längliche Morphologie auf, während Cc1-/- MyEnd-Zellen eher rundlich erschienen. 
Noch wesentlicher war aber der Befund, dass Cc1-/- MyEnd-Zellen in vitro, ganz 
ähnlich zum Aortenendothel in Cc1-/- Mäusen in vivo (Najjar et al. 2013), inter-zelluläre 
Lücken zeigten, die auf eine gestörte Barrierefunktion bei CEACAM1-Defizienz 
hinwiesen. Daraus kann abgeleitet werden, dass diese morphologisch-funktionellen 
Veränderungen Endothelzell-autonome Effekte der CEACAM1-Defizienz darstellen. 
Während diese Befunde eine atheroprotektive Rolle von CEACAM1 weiter stützen, 
blieb es unklar, inwieweit Arteriosklerose Einfluss auf die Expression von CEACAM1 
nimmt. Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunächst Aorten von 
ApoE-/- sowie Ldlr-/- Mäusen nach dreimonatiger hochkalorischer Ernährung 
immunhistologisch auf eine Expression von CEACAM1 untersucht. Dabei zeigte sich 
eine Expression von CEACAM1 hauptsächlich im Bereich arteriosklerotischer 
Plaques, sowohl in der Intima als auch in Zellen der Adventitia. Dagegen war 
CEACAM1 in makroskopisch nicht veränderten Gefäßabschnitten nur sehr gering oder 
nicht exprimiert. Darüber hinaus war CEACAM1 in Aorten normokalorisch ernährter 
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Ldlr-/- und WT Mäuse nicht nachweisbar. Da WT und Ldlr-/- Mäuse unter 
normokalorischer Ernährung keine arteriosklerotischen Plaques entwickeln (Whitman 
2004; Getz und Reardon 2012), stützen auch diese Befunde eine Ko-Inzidenz von 
arteriosklerotischer Plaque-Entwicklung und Hochregulation der CEACAM1-
Expression in den damit assoziierten Endothelzellen. Da vaskuläre CEACAM1-
Expression atheroprotektiv zu sein scheint und Endothel, welches arteriosklerotische 
Plaques bedeckt, einer Vielzahl von Stressoren ausgesetzt ist, z.B. inflammatorischen 
Mediatoren, könnte man die im Plaqueareal induzierte endotheliale CEACAM1-
Expression als eine Art „Notfallmaßnahme“ des Endothels interpretieren, um die 
vaskuläre Homöostase wiederherzustellen. 
 
4.2 CEACAM1 unterstützt die membranäre Lokalisation von eNOS über direkte und 
indirekte Mechanismen 
Eine verringerte Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) kennzeichnet eine 
beginnende endotheliale Dysfunktion (Sitia et al. 2010; Ganz und Hsue 2013; Liao 
2013). Diese gilt als initialer Schritt bei der Entstehung arteriosklerotischer Plaques 
(Ichiki et al. 2013; Chistiakov et al. 2015; Roth Flach et al. 2015; Gimbrone und García-
Cardeña 2016). NO vermittelt nicht nur Vasorelaxation, sondern verringert darüber 
hinaus auch die Leukozyten-Endothel-Interaktion (LEI) durch Hemmung der 
Expression von Adhäsionsmolekülen und vermindert die Oxidation von LDL (Gauthier 
et al. 1995; Carreau et al. 2011; Ponnuswamy et al. 2011; Sena et al. 2013). 
Najjar et al. (2013) konnten bereits zeigen, dass CEACAM1-Defizienz über eine 
verringerte vaskuläre Expression von eNOS zu verringerter NO-Bioverfügbarkeit führt. 
Die Aktivität von eNOS wird aber nicht nur durch das Expressionsniveau bestimmt. 
Auch die sub-zelluläre eNOS-Lokalisation beeinflusst die Bildung von NO. An der 
Plasmamembran lokalisierte eNOS zeigt eine stärkere NO-Bildung als peri-nukleär-
zytoplasmatisch lokalisiertes Enzym (Govers und Rabelink 2001; Zhang et al. 2006). 
Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch der Einfluss von CEACAM1 
auf die sub-zelluläre Lokalisation von eNOS untersucht. In immunhistologischen 
Analysen war eNOS in WT MyEnd-Zellen deutlich an der Zellmembran lokalisierbar. 
Dagegen war bei CEACAM1-Defizienz die Membranlokalisation deutlich vermindert 
und eNOS eher peri-nukleären-zytoplasmatisch detektierbar. Diese sub-zelluläre 
Translokation von eNOS bei CEACAM1-Defizienz trägt sehr wahrscheinlich zur 
verminderten NO-Bioverfügbarkeit in Cc1-/- Mäusen bei. 
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Da CEACAM1 ein transmembranäres Protein ist (Rueckschloss et al. 2016), könnte 
CEACAM1 als Ankerprotein für eNOS an der Zellmembran dienen. Unsere Gruppe 
konnte in immunelektronenmikroskopischen Analysen zum ersten Mal zeigen, dass 
CEACAM1 in Endothelzellen auch in Caveolen lokalisiert ist (Ghavampour et al. 2018). 
Caveolen sind Cholesterin-reiche Mikrodomänen innerhalb der Zellmembran (Fielding 
und Fielding 2000), in denen auch eNOS zu finden ist. Die durchgeführten Co-
Immunopräzipitationsexperimente deuten auf eine Komplexbildung von CEACAM1 mit 
eNOS und Caveolin-1 hin. Da Feron et. al (1996) zeigen konnten, dass eNOS mit 
Caveolin-1 interagiert, könnte die Interaktion zwischen CEACAM1 und eNOS auch 
über Caveoline vermittelt sein. Insgesamt stützen diese Befunde eine Rolle für 
CEACAM1 als Membrananker für eNOS. 
Die Verankerung von Proteinen an der Zellmembran wird auch durch Palmitoylierung 
vermittelt (Aicart-Ramos et al. 2011). Sowa et al. (1999) beobachten in Zellen, die eine 
palmitoylierungs-defiziente eNOS-Mutante exprimierten, eine sub-zelluläre 
Umverteilung von der Zellmembran in das peri-nukleäre Kompartiment. Da die 
beobachtete Translokation von eNOS bei CEACAM1-Defizienz diesem Befund sehr 
ähnelt, wurde die Palmitoylierung von eNOS in WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen 
untersucht. Die Analysen ergaben eine deutlich verminderte Palmitoylierung von 
eNOS bei CEACAM1-Defizienz. Palmitoylierung stellt, im Gegensatz zu anderen 
Lipidmodifikationen von Proteinen, einen dynamischen, d.h. reversiblen Prozess dar. 
Durch Depalmitoylierung kann die Membranbindung von Proteinen wieder aufgehoben 
werden (Conibear und Davis 2010). Für eNOS spielt dabei die Acyl-Protein 
Thioesterase-1 (APT1) eine wesentliche Rolle (Yeh et al. 1999). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde eine erhöhte Expression von APT1 in Cc1-/- MyEnd-Zellen 
nachgewiesen, die sehr wahrscheinlich zur verminderten Palmitoylierung und somit 
zur verringerten Membranlokalisation von eNOS beiträgt. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass CEACAM1 über verschiedene 
Mechanismen, direkt als Membrananker und indirekt durch Hemmung der APT1-
Expression, zur Membranlokalisation von eNOS und damit zu einer adäquaten NO-
Bildung in Endothelzellen beiträgt. 
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4.3 CEACAM1 reduziert LEI – Einfluss auf Expression und Zugänglichkeit 
endothelialer Adhäsionsmoleküle 
Neben der Relaxation von Gefäßen vermittelt eNOS über NO anti-adhäsive 
Eigenschaften des Endothels. NO hemmt die Expression von Zelladhäsionsmolekülen 
wie dem vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und dem intercellular adhesion 
molecule1 (ICAM-1), die die Transmigration von Leukozyten vermitteln (Biffl et al. 
1996; Khan et al. 1996, Ley et al. 2007; Gerhardt und Ley 2015; Shihata et al. 2016). 
Deshalb resultieren Beeinträchtigungen der NO-Bildung in einer verstärkten LEI 
(Gauthier et al. 1995; Carreau et al. 2011; Ponnuswamy et al. 2011). 
Diesen Befunden entsprechend zeigen Aorten von Cc1-/- Mäusen, die eine verminderte 
NO-Bioverfügbarkeit aufweisen, eine verstärkte Expression von VCAM-1, sowie eine 
verstärkte LEI (Najjar et al. 2013). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
zunächst an Aortenexplantaten aus WT und Cc1-/- Mäusen verifiziert werden. Darüber 
hinaus wurden ähnliche Befunde auch für WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen erhoben: 
sowohl murine P388D1(IL-1) Monozyten als auch humane THP-1 Leukozyten 
adhärierten verstärkt an Cc1-/- MyEnd-Zellen. Zudem wurde eine erhöhte Expression 
von ICAM-1 in Cc1-/- MyEnd-Zellen nachgewiesen. Auch hier deuten die vorgelegten 
Befunde auf einen Endothel-autonomen Mechanismus der CEACAM1-vermittelten 
Modulation der LEI hin. Diese beruht zumindest teilweise auf der erhöhten Expression 
von ICAM-1.  
Neben der Expression von Adhäsionsmolekülen spielt deren Zugänglichkeit an der 
luminalen Endotheloberfläche eine wichtige Rolle. Diese wird durch eine dichte 
Glykokalyx, die aus Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen aufgebaut ist und 
Zellmembran-verankerte Proteine überlagert, stark eingeschränkt (Lipowsky 2011; 
McDonald et al. 2016). Dies ist unter anderem dadurch bedingt, dass 
Adhäsionsmoleküle lediglich 20-30 nm aus der Zellmembran herausragen, 
wohingegen die Glykokalyx eine Dicke von 2-10 µm aufweisen kann (Springer 1990; 
van den Berg et al. 2009; Ebong et al. 2011). Elektronenmikroskopische Analysen 
unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die endotheliale Glykokalyx in Aorten aus 
Cc1-/- Mäusen in ihrer Dichte und ihrer Höhe im Vergleich zum WT deutlich reduziert 
ist (Ghavampour et al. 2018). Dies würde ebenfalls über eine verbesserte 
Zugänglichkeit endothelialer Adhäsionsmoleküle die LEI fördern. 
An der Degradierung der Glykokalyx sind eine ganze Reihe von Enzymen beteiligt. So 
spielen für den Abbau der Proteinanteile Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), z.B. 
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MMP-9 eine wichtige Rolle (Lipowsky 2011; Ramnath et al. 2014). Aber auch Enzyme, 
die Nicht-Protein-Bestandteile abbauen, z.B. Chondroitinasen und Hyaluronidasen 
tragen zur Degradation der Glykokalyx bei (Pahakis et al. 2007; Gao und Lipowsky 
2010). Aus diesem Grund wurde der Einfluss von CEACAM1 auf die Expression dieser 
Enzyme in Endothelzellen untersucht. Dabei wurde eine erhöhte Expression von 
MMP-9, sowie Chondroitinase und Hyaluronidase-2 in Cc1-/- MyEnd-Zellen 
nachgewiesen, was die reduzierte Glykokalyx bei CEACAM1-Defizienz erklärt. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass CEACAM1 durch Hemmung der Expression 
von Adhäsionsmolekülen, sowie deren Zugänglichkeit durch Schutz der Glykokalyx 
wesentlich zu den anti-adhäsiven Eigenschaften des Endothels beiträgt. 
 
4.4 CEACAM1 beeinflusst die endotheliale Barriere – altersspezifische Effekte durch 
cross-talk mit TNF-α 
Cc1-/- Mäuse entwickeln spontan, ohne hochkalorische Ernährung kleine 
Arteriosklerose-ähnliche Läsionen im Bereich der Aortenwurzel (Najjar et al. 2013). 
Dies deutet auf eine Störung der endothelialen Barriere in den Gefäßen dieser Mäuse 
hin. Um die Barrierestörung sichtbar zu machen und anschließend quantifizieren zu 
können, wurde ein neuer Assay entwickelt. Hierbei wurde die von der endothelialen 
Permeabilität abhängende intimale Deposition von Evans Blue als Marker für den Grad 
der Schädigung der endothelialen Barriere verwendet (Bommel et al. 2017). Zur 
Etablierung des Assays wurden Aorten von Ldlr-/- und ApoE-/- Mäusen mit gesicherter 
Barrierestörung untersucht. In diesen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, 
dass der Evans Blue Assay zuverlässig Barrierestörungen bereits bevor 
morphologische Veränderungen an den Gefäßen auftreten detektiert. 
Eine verstärkte endotheliale Permeabilität in Cc1-/- Mäusen konnte bereits für Lunge, 
Haut und Niere nachgewiesen werden (Nouvion et al. 2010). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde mittels Evans Blue Assay eine erhöhte endotheliale 
Permeabilität auch für die Aorta in 3 Monate alten Cc1-/- Mäusen, und damit 3 Monate 
vor Auftreten morphologischer Veränderungen (Najjar et al. 2013), nachgewiesen. Im 
Vergleich zu ApoE-/- und Ldlr-/- Mäusen unter WD war die in Cc1-/- Mäusen detektierte 
Barrierestörung aber weniger stark ausgeprägt. Ungeachtet dessen ist aber davon 
auszugehen, dass die Barrierestörung in 3 Monate alten Cc1-/- Mäusen zu den 
detektierten Gefäßveränderungen im Alter von 6 Monaten beiträgt. 
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Die erhöhte endotheliale Permeabilität bei CEACAM1-Defizienz konnte auch im 
Zellkulturmodell bestätigt werden. Unter Verwendung verschiedener Assays (TEER, 
Farbstoffdiffusion, Monozyten-Transmigration) ließ sich eine Barrierestörung auch für 
Cc1-/- MyEnd-Zellkulturen belegen. Deshalb ist auch für die Barrierestörung bei 
CEACAM1-Defizienz ein Endothelzell-autonomer Mechanismus anzunehmen. 
Die Prävalenz der Arteriosklerose nimmt mit dem Alter zu (Libby et al. 2011; Otsuka et 
al. 2015). Alter stellt dabei einen unabhängigen Risikofaktor dar (Wang und Bennett 
2012). Daher stellte sich die Frage, ob sich das Ausmaß der Barrierestörung bei 
CEACAM1-Defizienz altersabhängig weiter verstärkt. Interessanter Weise zeigte sich 
in 9 Monate alten Mäusen aber ein ganz anderes Bild. Während im WT ein deutlicher 
Permeabilitätsanstieg im Vergleich zu 3 Monate alten Mäusen feststellbar war, 
verminderte sich die in jungen Cc1-/- Mäusen erhöhte Permeabilität im Alter von 9 
Monaten annähernd auf das Niveau von 3 Monate alten WT Mäusen. Aufgrund dieser 
Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein Barriere-aktiver Faktor, der 
altersabhängig reguliert ist, in WT und Cc1-/- Mäusen unterschiedlich wirksam wird. 
In diesem Zusammenhang ist der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) von besonderer 
Bedeutung. TNF-α führt zu einer Barrierestörung des Endothels (Royall et al. 1989; 
Marcos-Ramiro et al. 2014) und spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der 
Arteriosklerose (Boesten et al. 2005; Ohta et al. 2005). Außerdem kommt es im Alter 
bei Menschen und Maus zu einem Anstieg der TNF-α-Werte im Serum und zu einer 
verstärkten TNF-α-Expression in verschiedenen Geweben einschließlich des 
Gefäßsystems (Spaulding et al. 1997; Csiszar et al. 2003; Puchta et al. 2016). Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zusätzlich ein Einfluss von CEACAM1 auf die 
vaskuläre TNF-α-Expression nachgewiesen werden. TNF-α war in Aorten 9 Monate 
alter WT Mäuse deutlich höher exprimiert, als in Aorten gleich alter Cc1-/- Mäuse. Die 
unterschiedliche vaskuläre Verfügbarkeit von TNF-α in 9 Monate alten WT und Cc1-/- 
Mäusen könnte die gegenläufigen Veränderungen der endothelialen Permeabilität 
beider Genotypen im Alterungsprozess erklären.  
Daneben könnte aber auch eine unterschiedliche Wirksamkeit von TNF-α in 
Abhängigkeit von der CEACAM1-Präsenz zu den beobachteten altersabhängigen 
Effekten beitragen. Deshalb wurde der Effekt von TNF-α auf die Barrierefunktion von 
MyEnd-Zellkulturen mittels TEER in vitro analysiert. Dabei zeigten WT Zellkulturen die 
aufgrund früherer Studien erwartete Zunahme der Permeabilität (Royall et al. 1989; 
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Marcos-Ramiro et al. 2014). Im Gegensatz dazu reagierten Cc1-/- Zellkulturen 
überraschender Weise mit einer Abnahme der Permeabilität. 
Zusammenfassend scheint CEACAM1 die endotheliale Barriere altersabhängig 
unterschiedlich zu beeinflussen. In der Entwicklungsphase und im jüngeren Alter 
fördert CEACAM1 die Ausreifung des Gefäßes und stabilisiert dadurch die 
endotheliale Barriere. Demgegenüber begünstigt CEACAM1 im Alter die Ausbildung 
einer endothelialen Barrierestörung, indem es einerseits zur altersbedingt erhöhten 
vaskulären Expression von TNF-α beiträgt und andererseits als Mediator an der     
TNF-α-vermittelten Permeabilitätssteigerung beteiligt ist. 
 
4.5 CEACAM1 moduliert die Integrität von Adherens Junctions – Adapterprotein für 
Src-Kinase 
Die endotheliale Barrierefunktion wird vorwiegend von Tight Junctions (TJs) und 
Adherens Junctions (AJs) gebildet (Wallez und Huber 2008). Allerdings scheinen AJs 
dabei eine dominante Rolle zuzukommen, denn eine Beeinträchtigung der Integrität 
der AJs führt auch zu einer Desorganisation der TJs und zu erhöhter vaskulärer 
Permeabilität (Bazzoni und Dejana 2004; Aghajanian et al. 2008; Dejana et al. 2008; 
Schulte et al. 2011; Giannotta et al. 2013). 
Aus diesem Grund wurden zur Erklärung der Befunde der CEACAM1-abhängigen 
Regulation der Permeabilität AJ-Komplexe detaillierter analysiert. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sind in Abb.27 schematisch zusammengefasst. 
Bereits in immunhistologischen Untersuchungen konnte eine veränderte Lokalisation 
von VE-Cadherin mit interzellulären Lücken in Cc1-/- MyEnd-Zellen gezeigt werden, 
welche auf eine Störung der Integrität von AJ-Komplexen hinweist. Diese Beobachtung 
deckt sich mit Befunden aus Aorten von Cc1-/- Mäusen (Najjar et al. 2013). VE-
Cadherin stellt die Hauptkomponente von AJs dar. Über eine homophile Bindung 
vermittelt VE-Cadherin die Verbindung benachbarter Endothelzellen. VE-Cadherin 
wird seinerseits über Catenine am Aktin-Zytoskelett der Endothelzelle verankert 
(Giannotta et al. 2013; Cao et al. 2017). Diese Verbindung zum Zytoskelett stabilisiert 
den gesamten Komplex. Die Integrität der AJs wird auch durch den 
Phosphorylierungsstatus reguliert. Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin oder 
Cateninen vermindert deren Interaktion miteinander und führt dadurch zur 
Destabilisierung von AJs und somit zu verstärkter Gefäßpermeabilität (Angelini et al. 
2006; Bertocchi et al. 2012; Giannotta et al. 2013; Adam 2015). Darüber hinaus kann 
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Tyrosin-phosphoryliertes Caveolin-1 an AJs binden und durch eine Destabilisierung 
der Proteinwechselwirkungen innerhalb der Komplexe ebenfalls die Permeabilität 
erhöhen (Sun et al. 2009; Kronstein et al. 2012). Unter Basalbedingungen wurden 
keine Unterschiede in der Phosphorylierung von VE-Cadherin oder β-Catenin 
zwischen WT und Cc1-/- MyEnd-Zellen festgestellt. Allerdings zeigte sich in Cc1-/- 
Abb.27: Einfluss von CEACAM1 auf die TNF-α-vermittelte Modulation der 
endothelialen Barriere. 
Im WT stabilisiert CEACAM1 unter Basalbedingungen die endotheliale Barriere durch 
Hemmung der Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1 (oben links). Dagegen führt 
CEACAM1-Defizienz durch eine verstärkte Phosphorylierung von Caveolin-1 zu einer 
Störung der VE-Cadherin-Catenin-Interaktion und damit zu einer Destabilisierung der 
Adherens Junctions (oben rechts). In Anwesenheit von TNF-α, z.B. im Rahmen 
inflammatorischer Prozesse, transloziert CEACAM1 an die AJ-Komplexe und rekrutiert 
Src-Kinase, die dann VE-Cadherin und β-Catenin phosphoryliert. Dies führt zu einer 
Destabilisierung der Adherens Junctions und damit zu verstärkter endothelialer 
Permeabilität (unten links). Bei CEACAM1-Defizienz stimuliert TNF-α dagegen die 
Dephosphorylierung von Caveolin-1 und trägt damit zu einer Stabilisierung der 
Barriere bei (unten rechts). Abb. mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Uwe 
Rückschloss, Institut für Anatomie und Zellbiologie, Würzburg. 
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MyEnd-Zellen eine stärkere Expression und auch Tyrosin-Phosphorylierung von 
Caveolin-1. Dies könnte, wie oben erläutert, die Ursache für die erhöhte Permeabilität 
in Cc1-/- MyEnd-Zellen und in 3 Monate alten Cc1-/- Mäusen sein. 
Es ist bekannt, dass TNF-α über eine Src-Kinase-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung 
von AJ-Proteinen zu einer Beeinträchtigung von AJ-Komplexen beiträgt. Dies resultiert 
in einer verstärkten endothelialen Permeabilität (Angelini et al. 2006; Dejana et al. 
2008; Marcos-Ramiro et al. 2014; Adam 2015). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
konnte dies auch für TNF-α-behandelte WT MyEnd-Zellen bestätigt werden. In Cc1-/- 
MyEnd-Zellen dagegen wurde keine erhöhte Tyrosin-Phosphorylierung von AJ-
Proteinen nach TNF-α-Inkubation festgestellt. Im Gegensatz zum WT induzierte    
TNF-α bei CEACAM1-Defizienz eine Dephosphorylierung von β-Catenin und 
Caveolin-1. Beide Veränderungen deuten auf eine Stabilisierung von AJ-Komplexen 
durch TNF-α hin und sind damit geeignet, die TNF-α-induzierte Stabilisierung der 
endothelialen Barriere in Cc1-/- MyEnd-Zellen und Aortenringen aus Cc1-/- Mäusen zu 
erklären. 
Zur Aufklärung der Rolle von CEACAM1 bei der TNF-α-abhängigen Modulation der 
Stabilität von AJ-Komplexen wurden Co-Immunopräzipitationsexperimente 
durchgeführt. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 
unter TNF-α-Einfluss verstärkt Komplexe mit VE-Cadherin bildet, in denen sich auch 
Src-Kinase befindet. Darüber hinaus wurde nach TNF-α-Inkubation eine verstärkte 
Assoziation von Src-Kinase mit β-Catenin in WT, nicht aber in Cc1-/- MyEnd-Zellen 
nachgewiesen. Aus diesen Befunden lässt sich schlussfolgern, dass CEACAM1 in 
Endothelzellen als Adapterprotein fungiert: unter Einfluss von TNF-α transloziert 
CEACAM1 an die AJ-Komplexe und rekrutiert dort Src-Kinase. Diese phosphoryliert 
nachfolgend AJ-Proteine und vermittelt dadurch die Destabilisierung der Komplexe. 
Zum Mechanismus der TNF-α-induzierten Dephosphorylierung von β-Catenin und 
Caveolin-1 bei CEACAM1-Defizienz liegen bislang keine Daten vor. Dies sollte aber 
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Abb.28 fasst die diskutierten Ergebnisse 
schematisch zusammen.  
Zusammenfassend kann man feststellen, dass CEACAM1 eine wesentliche Rolle für 
die basale und TNF-α-vermittelte Regulation der Stabilität von endothelialen AJs spielt. 
Letzteres könnte nicht nur für die Durchlässigkeit der endothelialen Barriere für lösliche 
Komponenten des Blutes wichtig sein, sondern auch für die Extravasation von 
Immunzellen unter inflammatorischen Bedingungen von großer Bedeutung sein. 






Abb.28: Einfluss von CEACAM1 auf verschiedene Aspekte der endothelialen 
Homöostase. 
(A) CEACAM1 unterstützt als Ankermolekül in den Caveolen die membranäre 
Lokalisation von eNOS. Darüber hinaus hemmt CEACAM1 die Expression von APT1 
und begünstigt dadurch die Palmitoylierung von eNOS, was die Membranassoziation 
von eNOS ebenfalls fördert. Damit trägt CEACAM1 zu einer adäquaten endothelialen 
NO-Bildung bei. (B) CEACAM1 fördert einen anti-adhäsiven Phänotyp des Endothels, 
indem es die Expression von Adhäsionsmolekülen und von Glykokalyx-abbauenden 
Enzymen vermindert. (C) CEACAM1 hemmt basal die AJ-destabilisierende 
Phosphorylierung von Caveolin-1 und stabilisiert damit die endotheliale Barriere. Nach 
TNF-α-Stimulation transloziert CEACAM1 an die AJs und rekrutiert Src-Kinase, welche 
durch Phosphorylierung von AJ-Proteinen die Permeabilität der endothelialen Barriere 
erhöht. Damit beeinflusst CEACAM1 die endotheliale Barrierefunktion sowohl basal, 
als auch unter inflammatorischen Bedingungen. Zusammenfassend beeinflusst 
CEACAM1 ganz wesentliche Aspekte der endothelialen Funktion und ist somit ein 
wichtiger Faktor der Homöostase reifer Gefäße.  
Abb. mit freundlicher Genehmigung des Verlags (Ghavampour et al. 2018). 
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5 Zusammenfassung 
Dem Endothel, welches die luminale Oberfläche aller Blutgefäße auskleidet, kommt 
eine wichtige Barrierefunktion zwischen Blut und Gewebe zu. Nur durch eine 
bedarfsgerechte Justierung dieser Barriere, die den Durchtritt von Molekülen und 
Zellen reguliert, kann die Gewebehomöostase aufrechterhalten werden. Dabei ist das 
Endothel nicht nur passive Barriere, sondern auch an dieser dynamischen Regulation 
aktiv beteiligt. Störungen oder Fehlregulationen dieser Prozesse führen zu 
Pathologien, z.B. Arteriosklerose. 
Es ist seit längerem bekannt, dass Carcinoembryonic antigen–related cell adhesion 
molecule-1 (CEACAM1), ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, die Bildung und 
Morphogenese neuer Blutgefäße beeinflusst. Die spontane Entwicklung kleiner 
Arteriosklerose-ähnlicher Läsionen in CEACAM1 knockout (Cc1-/-) Mäusen zeigt, dass 
CEACAM1 auch für die Homöostase ausgereifter Blutgefäße von Bedeutung ist. Ziel 
dieser Dissertationsarbeit war daher, den Einfluss von CEACAM1 auf wesentliche 
Aspekte der Endothelfunktion in Aorten in situ bzw. in Endothelzellkulturen in vitro zu 
analysieren. 
Es konnte zunächst gezeigt werden, dass CEACAM1-defiziente Endothelzellen im 
Vergleich zu Wildtyp (WT) Endothelzellen eine rundlichere Zellmorphologie mit 
meanderförmigen Zellgrenzen und interzellulären Lücken aufweisen. Diese 
morphologischen Unterschiede stimmen mit Befunden in situ an Aorten von WT und 
Cc1-/- Mäusen überein.  
Weiterhin wurde eine Translokation der endothelialen NO-Synthase (eNOS) von der 
Zellmembran in den peri-nukleären Bereich bei CEACAM1-Defizienz festgestellt. Die 
erhobenen Daten bieten zwei mögliche Erklärungen dafür. Einerseits könnte 
CEACAM1 durch Interaktion mit eNOS als Membrananker fungieren. Daneben wiesen 
CEACAM1-defiziente Endothelzellen eine erhöhte Expression des Enzyms APT1 auf, 
welches eNOS depalmitoyliert. Die daraus resultierende, ebenfalls nachgewiesene 
geringere Palmitoylierung könnte auch zur verminderten Membran-lokalisation von 
eNOS beitragen. 
Zur endothelialen Funktion gehört, die Adhäsion von Blutzellen an die Gefäßwand 
weitestgehend zu beschränken. CEACAM1-defiziente Endothelzellen zeigten im 
Vergleich zu WT Endothelzellen eine verstärkte Adhäsivität gegenüber murinen und 
humanen Monozyten. Ähnliche Unterschiede wurden für Aortenexplantate aus WT und 
Cc1-/- Mäusen festgestellt. Dies ist einerseits mit einer verstärkten Expression des 
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Zelladhäsionsmoleküls ICAM-1 bei CEACAM1-Defizienz erklärbar. Darüber hinaus 
vermittelt die Glykokalyx anti-adhäsive Eigenschaften. Aus Vorbefunden war bekannt, 
dass die endotheliale Glykokalyx in der Aorta von Cc1-/- Mäuse reduziert ist. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte dies auf eine verstärkte Expression der Glykokalyx-
degradierenden Enzyme MMP9, Chondroitinase sowie Hyaluronidase-2 in Cc1-/- 
Endothelzellen zurückgeführt werden.  
Eine erhöhte Permeabilität stellt einen Indikator für ein dysfunktionales Endothel, eines 
der initialen Schritte in der Pathogenese der Arteriosklerose, dar. Zur Analyse der 
aortalen Permeabilität wurde ein modifizierter Miles-Assay etabliert. Unter 
Verwendung etablierter muriner Arteriosklerosemodelle konnte gezeigt werden, dass 
dieser Assay eine Störung der vaskulären Permeabilität bereits vor Auftreten 
makroskopischer Veränderungen zuverlässig detektiert. 
Im Rahmen der folgenden Analysen an WT und Cc1-/- Mäusen zeigte sich ein 
altersabhängiger Effekt von CEACAM1 auf die Gefäßpermeabilität: Aorten von 3 
Monate alten Cc1-/- Mäuse wiesen eine im Vergleich zum WT erhöhte 
Gefäßpermeabilität auf, welche wahrscheinlich Folge einer verzögerten Gefäßreifung 
ist. Im Alter von 9 Monaten zeigte sich dagegen ein entgegengesetztes Bild. Dies 
wurde auf eine verstärkte Expression des die Barriere schädigenden 
Inflammationsmediators TNF-α in 9 Monate alten WT Mäusen zurückgeführt.  
Außerdem modulierte CEACAM1 die TNF-α-vermittelte Lockerung der endothelialen 
Barriere, indem es die Phosphorylierung von Adherens Junction Proteinen 
beeinflusste. Basal stabilisierte CEACAM1 die endotheliale Barriere durch Hemmung 
der Phosphorylierung von Caveolin-1, welches Adherens Junctions destabilisiert. 
Unter Einfluss von TNF-α war CEACAM1 verstärkt im Bereich von Adherens Junctions 
lokalisiert und rekrutierte dort Src-Kinase. Src-Kinase wiederum destabilisierte 
Adherens Junctions durch Phosphorylierung von β-Catenin, was in verstärkter 
Gefäßpermeabilität resultierte. Dagegen führte TNF-α in CEACAM1-defizienten 
Endothelzellen zu einer Dephosphorylierung von Caveolin-1 und β-Catenin, wodurch 
Adherens Junctions und damit die endotheliale Barriere stabilisiert wurden. Diese 
CEACAM1-abhängige differenzielle Regulation der Stabilität von Adherens Junctions 
unter TNF-α trägt wahrscheinlich maßgeblich zu den Unterschieden der vaskulären 
Permeabilität in 3 bzw. 9 Monate alten WT und Cc1-/- Mäusen bei. 
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Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass 
CEACAM1 zentrale Funktionen des Endothels und hierüber die Homöostase reifer 
Gefäße beeinflusst. Da eine Expression von CEACAM1 auch in arteriosklerotischen 
Plaques nachgewiesen werden konnte, soll in weiteren Untersuchungen auch der 




The endothelium forms the inner surface of blood vessels and therefore is critically 
involved in forming a barrier between the intraluminal blood and the surrounding tissue. 
Adequate regulation of this barrier regarding extravasation of molecules and cells is 
mandatory to maintain tissue homeostasis. Thereby the endothelium is not only a 
passive barrier but regulates barrier function in an active and dynamic manner. 
Malfunction and dysregulation of these processes promote pathologies, i.e. 
atherosclerosis. 
It is known, that Carcinoembryonic antigen–related cell adhesion molecule-1 
(CEACAM1), a member of the immunoglobulin superfamily, modulates the formation 
and morphogenesis of new blood vessels. In addition, spontaneous development of 
small atherosclerosis-like lesions within the aorta of CEACAM1-deficient (Cc1-/-) mice 
indicates the involvement of CEACAM1 in homeostasis of mature blood vessels. 
Therefore, the aim of this study was to analyze the effect of CEACAM1 on central 
aspects of endothelial function in situ (aortic tissue) and in vitro (endothelial cell 
cultures). 
First it was shown, that CEACAM1-deficient endothelial cells display a rather round 
cellular morphology with meandering cell boundaries and inter-cellular gaps compared 
to CEACAM1-expressing cells. These morphologic differences are in agreement with 
in situ observations in WT and Cc1-/- mice. Furthermore, CEACAM1 deficiency resulted 
in translocation of endothelial NO-Synthase (eNOS) from the cell membrane towards 
the peri-nuclear compartment within endothelial cells. Analysis of the underlying 
mechanisms suggests two scenarios. On the one hand, CEACAM1 might serve as a 
membrane anchor due to physical interaction with eNOS. On the other hand, 
expression of the de-palmitoylating enzyme APT1 is upregulated and eNOS 
palmitoylation is reduced in CEACAM1-deficient endothelial cells. This might also 
contribute to its reduced location at the cell membrane.   
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Under physiological conditions the endothelium limits adhesion of blood cells to the 
vascular wall. However, adhesion of murine and human monocytes to cultured 
endothelial cells was increased when endothelial CEACAM1 was absent. Similar 
results were obtained using aortic explants of WT and Cc1-/- mice. This was attributed 
to the increased expression of cell adhesion molecule ICAM-1 in Cc1-/- endothelial 
cells. Furthermore, the glycocalyx of endothelial cells greatly contributes to anti-
adhesive properties. Based on preliminary results which showed a reduced endothelial 
glycocalyx in aortae from Cc1-/- mice compared to WT mice, we found a higher 
expression of the glycocalyx-degrading enzymes MMP-9, chondroitinase and 
hyaluronidase-2 in Cc1-/- compared to WT endothelial cells.  
Enhanced vascular permeability indicates a dysfunctional endothelium, which is the 
initial step in the pathogenesis of atherosclerosis. To analyze aortic permeability a 
modified Miles-assay was established. Using well-characterized murine 
atherosclerosis models, it was shown that this assay reliably detects alterations in 
vascular permeability prior to macroscopically visible morphological alterations. 
CEACAM1 had an age-dependent effect on vascular permeability: aortae from 3 
months old Cc1-/- mice showed increased vascular permeability for Evans blue 
compared to aortae from age-matched WT mice most likely due to delayed vascular 
maturation. Interestingly, this situation was completely reversed at the age of 9 months. 
This was attributed to enhanced aortic expression of the permeability promoting 
inflammatory mediator TNF-α in 9 month old WT mice compared to age-matched    
Cc1-/- mice. Moreover, CEACAM1 modulated the TNF-α-dependent increase in 
vascular permeability by affecting adherens junction phosphorylation. Under basal 
conditions CEACAM1 stabilizes endothelial barrier by inhibition of caveolin-1 
phosphorylation known to destabilize adherens junctions. In the presence of TNF-α, 
CEACAM1 translocate to endothelial adherens junctions and recruits Src kinase which 
destabilizes adherens junctions by phosphorylation of β-catenin resulting in enhanced 
vascular permeability. In contrast, in CEACAM1-deficient endothelial cells TNF-α 
promotes dephosphorylation of caveolin-1 and β-catenin thus stabilizing adherens 
junction complexes and endothelial barrier. This CEACAM1-dependent differential 
regulation of adherens junction complex stability presumably contributes substantially 
to the differences in vascular permeability observed in WT and Cc1-/- mice at the age 
of 3 and 9 months, respectively.   
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In summary, this study shows that CEACAM1 influences central aspects of endothelial 
functions and thereby affects homeostasis of mature blood vessels. Since expression 
of CEACAM1 was observed in endothelium covering atherosclerotic plaques, further 
studies will investigate the contribution of CEACAM1 to atherosclerotic plaque 
formation. 
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